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Rôles isoforme- et différenciation-spécifiques de complexes PI3-K dans la 
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La phosphatidylinositol-3 kinase (PI3-K) est un complexe comportant une sous- 
unité catalytique (C) et régulatrice (R). Trois isoformes R (p85a, p85|3 et p55y) et quatre 
isoformes C (p llO a, p l 10(3, pllOÔ et pllO y) sont connues. Nous avons démontré 
préalablement chez les entérocytes humains que la PI3-K performe des rôles 
différenciation-spécifiques dans la suppression d'anoïkose médiée par la signalisation 
intégrines Pi/Fak/Src. Cependant, comme dans la plupart des études concernant la PI3-K, 
les considérations pour les distinctions entre les isoformes sont négligées. L ’hypothèse de 
la présente étude est donc que les isoformes PI3-K performent des rôles distincts au niveau 
de la régulation de la survie et de la suppression d ’anoïkose médiées par la signalisation 
intégrines pi/Fak/Src et ce, selon l’état de différenciation entérocytaire. Les objectifs de 
l’étude étaient les suivants : 1) Confirmer, valider et compléter la détermination des profils 
d ’expression des isoformes et de complexes isoformes PI3-K chez les entérocytes 
indifférenciés et différenciés; 2) Analyser l’engagement de chacun des complexes
isoformes PI3-K par la signalisation intégrines Pi/Fak/Src selon l’état de différenciation 
entérocytaire; 3) Analyser les contributions de chacune des isoformes au niveau de
l’activation d’Akt-1 et de la promotion de la survie selon l’état de différenciation
entérocytaire; et 4) Analyser l’impact d ’une surexpression des isoformes R chez les 
entérocytes indifférenciés au niveau de l’activation d ’Akt-1 et de la résistance à l’anoïkose. 
Nos résultats indiquent que: 1) les profils d'expression d'isoformes régulatrices et
catalytiques PI3-K sont distincts selon l’état de différenciation; 2) des profils distincts de 
complexes isoformes PI3-K prédominants sont également retrouvés selon l ’état de 
différenciation; 3) des complexes isoformes PI3-K également distincts sont 
recrutés/engagés par la signalisation Fak/Src; 4) l’inhibition spécifique (pharmacologique 
ou via siARN) de complexes isoformes PI3-K influence distinctement sur l ’activation 
d ’Akt-1, l’effecteur principal de la PI3-K et ce, selon l’état de différenciation; 5) 
l ’inhibition spécifique (pharmacologique ou via siARN) de complexes isoformes PI3-K 
induit l’apoptose/anoïkose de manière isoforme-distincte et différenciation-spécifique; et 6 ) 
la surexpression de certaines isoformes régulatrices confère une certaine mesure de 
résistance à l'apoptose, et peut même, dans certains cas conférer une mesure additionnelle 
de résistance à l’anoïkose. Mises ensembles, les données de cette étude supportent 
fortement le principe d ’une participation de la PI3-K qui varie selon l’isoforme et en 
fonction de l ’état de différenciation dans la signalisation intégrines (3i/Fak/Src de promotion 
de survie et de suppression d ’anoïkose, chez les entérocytes humains.
Mots clés : anoïkose, apoptose, Fak, intégrines, isoformes, PI3-K, Src, survie.
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I - In t r o d u c t io n
1. La mort cellulaire programmée
La mort cellulaire programmée (MCP) se définit comme étant « tout processus 
biochimique conduisant à la destruction (Edinger et Thompson, 2004) ». De toutes les 
formes de MCP connues, l’apoptose est très certainement la plus connue et la plus étudiée. 
En effet, de par sa grande implication dans le développement, le maintien, l ’homéostasie et 
le renouvellement des tissus, l ’apoptose est sans contredit un processus vital à la vie 
(Penaloza et al., 2008) mais qui, lorsque dérégulé, peut mener à plusieurs pathologies 
incluant entre autres le cancer (Hellwig et al., 2011; Indran et al., 2011) et la maladie 
d ’Alzheimer (Hellwig et al., 2011). Bien que de nombreuses formes d ’apoptose aient été 
décrites à ce jour, cette étude ne s’attardera qu’à deux d ’entre elles, soit l ’apoptose 
classique caspase-dépendante et Tanoïkose.
1.1. La voie intrinsèque de l’apoptose
D ’abord, il est utile de rappeler que toutes les cellules sont vouées, par défaut, à 
entrer en apoptose. Ainsi, afin de rester en vie, les cellules ont besoins de signaux de survie 
qui vont assurer l’inhibition des mécanismes apoptotiques lorsqu’ils ne sont pas requis 
(Zakeri et al., 2008). Notons par exemple le sentier des MAPKs (Cargnello et Roux, 2011) 
et la voie PI3-K/Akt (Wymann et Pirola, 1998), qui sont deux voies particulièrement 
importantes dans la promotion de la survie. Notez que la voie PI3-K/Akt, focus majeur de 
la présente étude, sera abordée plus en détails un peu plus loin.
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La voie intrinsèque est d ’abord et avant tout régulée par la balance qui existe entre 
les différents homologues Bcl-2 dits « pro-apoptotiques » et « anti-apoptotiques » (Adams 
et Cory, 2007a; Youle et Strasser, 2008; Brunelle et Letai, 2009; Vachon, 2011). Ces 
derniers sont au cœur de la décision d ’entrer ou non en apoptose. Il existe quatre classes 
d ’homologues Bcl-2 : les suppresseurs, qui regroupent tous les anti-apoptotiques, les 
sensibilisateurs, les activateurs et les effecteurs qui regroupent, pour leur part, les pro- 
apoptotiques (Adams et Cory, 2007a; Youle et Strasser, 2008; Brunelle et Letai, 2009; 
Vachon, 2011) (Fig. 1). En conditions normales, cette balance penche en faveur des 
homologues anti-apoptotiques qui peuvent alors inhiber les pro-apoptotiques de différentes 
façons, les maintenant inactifs (Adams et Cory, 2007a; Youle et Strasser, 2008; Brunelle et 
Letai, 2009; Vachon, 2011) (Fig. 1). Lors d’un stress apoptotique, comme par exemple la 
perte d ’un ou plusieurs signaux de survie, ou encore des dommages à l ’ADN, cette balance 
est déstabilisée pour favoriser les homologues pro-apoptotiques au détriment des anti- 
apoptotiques (Adams et Cory, 2007a; Youle et Strasser, 2008; Brunelle et Letai, 2009; 
Vachon, 2011) (Fig. 1). Lorsque cela survient, les homologues Bcl-2 pro-apoptotiques 
effecteurs actifs se rassemblent alors à la membrane externe des mitochondries afin d’y 
former des pores (Adams et Cory, 2007a; Youle et Strasser, 2008; Brunelle et Letai, 2009; 
Vachon, 2011) (Fig. 1). Cela a donc comme conséquence logique la relâche de plusieurs 
protéines, normalement confinées à la mitochondrie, dans le cytoplasme. Le cytochrome C 
est l'une de ces molécules et une fois dans le cytoplasme, il est alors libre d ’agir comme 
cofacteur, avec la protéine APAF-1, pour former un méga-complexe que l’on nomme 
l’apoptosome (Reidl et al., 2007) (Fig. 1). Ce dernier permet la dimérisation, le clivage et 
donc F activation massive de la procaspase-9, la caspase initiatrice de la voie intrinsèque 
(Chen et Wang, 2002; Reidl et al., 2007; Li et Yuan, 2008) (Fig. 1). Une fois celle-ci 
activée, le processus devient alors irréversible en raison d ’une cascade d ’amplification 
(Chen et Wang, 2002; Li et Yuan, 2008). Cette dernière sera engendrée par la caspase-9, 
qui active massivement les caspases exécutrices comme les caspase-3, - 6  et -7 qui 
commenceront alors à dégrader le contenu cellulaire, activant également au passage 
d ’autres protéines comme la « Caspase Activated DNase » (CAD) (Chen et Wang, 2002; 
Timmer et Salvesen, 2007; Li et Yuan, 2008) (Fig. 1). Tout cela entraînera finalement la 
formation d’un corpuscule apoptotique qui pourra, selon le contexte, être phagocyté par les
2
cellules voisines, ou encore rejeté dans une lumière pour être évacué (Edinger et 
Thompson, 2004; Elliott et Ravichandran, 2010).
Bien entendu, plusieurs autres acteurs vont jouer des rôles importants dans la 
régulation et/ou l’exécution de la voie intrinsèque d ’apoptose. Par exemple, en condition 
normale, les IAPs (« Inhibitors o f Apoptosis Proteases ») vont lier et inhiber les caspases 
(Hunter et al., 2007). Lors de l’apoptose, des protéines comme SMAC et Diablo, toutes 
deux des inhibiteurs de ces IAPs, seront relâchées de la mitochondrie dans le cytoplasme 
avec le cytochrome C et pourront donc rendre disponible les caspases pour leur clivage et 
leur activation (Hunter et al., 2007; Srinivasula et Ashwell, 2008). Également, en condition 
de dommages à l’ADN, il y aura activation de p53 qui pourra grandement contribuer à 
renverser la balance des homologues Bcl-2 en faveur des pro-apoptotiques. En effet, p53, 
en plus de lier et inhiber Bcl-2, peut induire directement l’expression de Puma, Noxa et Bax 
de même que diminuer l’expression de Bcl-2 et Bcl-XL (Walia et al., 2011).
Tout ceci n ’est qu’un bref aperçu de toute la complexité de la voie intrinsèque de 
l’apoptose. Cependant, ce sont-là les éléments essentiels de cette dernière et dans le cadre 
de la présente étude, il serait inutile d ’aller plus loin.
3
Effector Bd-2 homologs 
(Bax, Bak, Bok)
release
Mitochondtion
release
APAF-1
Cytochrome c
J APAF-1 Apoptosome 
: pro-CASP-9 ;
Suppressor Bcl-2 homologs 
(e.g. Bcl-2, Bcl-Xt, 
Mcl-1, Bcl-w, etc.)
IAPs
Executioner caspases j 
(CASP-3, 4 ,  7) i CASP-9 |
cascade
cascade
Activator Bcl-2 homologs 
(e.g. tBid, Bim, Puma, etc.)
• CAO activation in te rn u c leo so m al  DNA d ég ra d a t io n  
• C a s p a s e  s u b s t ra te s  in a c t iv a t io n /d e a v a g e  (e g P A R P ,  k in a s e s .  nucléus ,  
e n z y m e s ,  cy toske le ton ,  n b o s o m e s ,  e tc )
F igu re  1. R eprésentation schém atique d es p rin c ip a les  é tapes d e  la voie intrinsèque de l ’a pop tose . (Adaptée de Vachon, 
2011). La balance entre les 4  classes d ’hom ologues Bcl-2 régule l ’entrée en apoptose. Lors de stim uli appropriés, la 
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1.2. L’anoïkose
Les interactions cellule-matrice extracellulaire (MEC) perforaient des rôles cruciaux 
dans une panoplie de processus cellulaires (Marastoni et al., 2008; Gilmore et al., 2009; 
Rozario et DeSimone, 2010; Vachon, 2011). Les fonctions biologiques attribuées à ces 
interactions sont médiées en grande partie par une famille de récepteurs hétérodimériques 
(aP) transmembranaires : les intégrines (Danen et Sonnenberg, 2003; Askari et al., 2009; 
Gahmberg et al., 2009; Hynes, 2009; Vachon, 2011). En effet, la liaison d’une intégrine à 
son ligand extracellulaire génère une vaste gamme de signaux de transductions qui affectent 
le comportement et la forme des cellules, de même que l’expression de gènes (Danen et 
Sonnenberg, 2003; Berrier et Yamada, 2007; Gilmore et al., 2009; Harburger et 
Calderwood, 2009; Vachon, 2011). Ces voies de signalisation seront abordées plus en 
détails dans la section 2. Une des fonctions biologiques primaires des interactions cellule- 
MEC se trouve à être le maintien et la promotion de la survie (Stupack et Cheresh, 2002; 
Danen et Sonnenberg, 2003; Mitra et Schlaepfer, 2006; Berrier et Yamada, 2007; Gilcrease, 
2007; Marastoni et al., 2008; Gilmore et al., 2009; Vachon, 2011). À cet effet, toute 
perturbation ou perte de l’adhésion médiée par les intégrines engendre un processus de 
mort cellulaire caspase-dépendante nommé anoïkose (Frisch et Francis, 1994; Grossmann, 
2002; Vachon, 2011). Comme nous le verrons un peu plus loin, la signalisation intégrine, 
majoritairement via l ’activation des tyrosines kinases Fak et/ou Src, engage de nombreuses 
voies promouvant la survie et supprimant l’anoïkose (Grossmann, 2002; Stupack et 
Cheresh, 2002; Danen et Sonnenberg, 2003; Reddig et Juliano, 2005; Mitra et Schlaepfer, 
2006; Berrier et Yamada, 2007; Gilcrease, 2007; Marastoni et al., 2008; Gilmore et al., 
2009; Vachon, 2011).
La distinction majeure entre l’apoptose classique telle que décrite plus haut et 
l ’anoïkose se situe au début du processus. En effet, contrairement à l ’apoptose classique, la 
caspase initiatrice de Fanoïkose n ’est pas la caspase-9, mais bien la caspase - 8  (Vachon, 
2011) (Fig. 2). Ainsi, le processus d’anoïkose s’amorce au niveau des intégrines non-liées,
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où il y a d ’abord la perte de la signalisation de survie (Fak/Src), une déstabilisation du 
cytosquelette et une activation à faible intensité de la caspase - 8  par un mécanisme encore 
mal compris (Vachon, 2011) (Fig. 2). S ’en suivra l’activation de kinases dites mortelles 
comme ASK-1 et DAPK1 de même que la relâche des homologues Bcl-2 Bim et Bmf, 
jusqu’alors séquestrés dans les microtubules et les filaments d ’actine respectivement 
(Vachon, 2011) (Fig. 2). Parallèlement, la caspase - 8  active amorcera l’activation des 
caspases exécutrices comme la caspase-3, mais toujours à faible intensité, de même que le 
clivage de Bid en tBid (Vachon, 2011) (Fig. 2). Tous ces événements mèneront finalement 
à la déstabilisation de la balance des homologues Bcl-2 en faveur des pro-apoptotiques, et 
donc ultimement, à la translocation du signal de mort vers la mitochondrie (Vachon, 2011) 
(Fig. 2). Il y aura relâche du cytochrome C et formation de l’apoptosome (Vachon, 2011) 
(Fig. 2). Il est important de souligner que pour qu’une cellule en condition d ’anoïkose 
meure, elle doit obligatoirement passer par la voie intrinsèque et la formation de 
l’apoptosome (Vachon, 2011). Cela assure donc une certaine fenêtre de réversibilité au 
cours de laquelle la cellule peut survivre un certain temps sans être attachée à la matrice 
extracellulaire, par exemple dans un contexte de migration (Vachon, 2011). Bien sûr, 
plusieurs variations au niveau de cette fenêtre et de sa durée sont observées en fonction du 
type cellulaire, et même en fonction de l’état de différenciation (Vachon, 2011).
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Ainsi, tout comme l ’apoptose, l ’anoïkose est un processus finement régulé qui 
performe de nombreux rôles tant dans l’organogenèse que dans le maintien et le 
renouvellement des tissus (Marastoni et al., 2008; Gilmore et al., 2009; Hellwig et al., 
2011; Vachon, 2011). À cet égard, il est maintenant reconnu que les cellules normales sont 
dotées, par défaut, d'un système de surveillance d ’ancrage (Vachon, 2011). Ce système est 
chargé de faire respecter la position correcte des cellules au sein de leur tissu respectif, 
condamnant à mourir par anoïkose toute cellule qui dérogerait de cette position assignée, 
soit en interagissant avec un composant inapproprié de la MEC, ou encore en perdant 
simplement son ancrage (Gilmore et al., 2009; Hellwig et al., 2011; Vachon, 2011).
2. La signalisation intégrine
Comme mentionné un peu plus haut, les récepteurs hétérodimériques de la famille 
des intégrines sont au cœur des interactions cellule-MEC et sont responsables de la plupart 
des fonctions biologiques s’y rattachant (Danen et Sonnenberg, 2003; Askari et al., 2009; 
Gahmberg et al., 2009; Hynes, 2009; Vachon, 2011). À ce jour, 18 sous-unités a  et 8  sous- 
unités P ont été identifiées chez l’humain, formant 24 récepteurs hétérodimériques (aP) 
ayant des spécificités de liaison pour différents ligands qui leur sont propres (Askari et al., 
2009; Gahmberg et al., 2009; Vachon, 2011). De plus, certaines sous-unités a  et P subissent 
des modifications post-transcriptionnelles (épissage alternatif) ou encore post- 
traductionnelles (clivage protéolytique), ces variations s ’ajoutant aux nombreuses 
combinaisons possibles augmentent ainsi la grande variété de rôles et de fonctions 
potentielles des intégrines (Askari et al., 2009; Gahmberg et al., 2009; Vachon, 2011).
La famille des intégrines est divisée en trois groupes principaux : les intégrines 
impliquées dans l’adhésion cellule-cellule, celles impliquées dans l’adhésion cellule-MEC 
et les intégrines vasculaires. Les intégrines ayant la sous-unité Pi en commun sont celles 
qui forment la grande majorité des récepteurs interagissant avec les composants de la MEC
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(Askari et al., 2009; Gahmberg et al., 2009; Vachon, 2011). Il est évident que le répertoire 
des intégrines (et leur variantes) exprimées par une cellule donnée dépend de plusieurs 
facteurs, entre autres, du contexte cellulaire, de la composition de la MEC, du tissu étudié, 
mais aussi de l’espèce concernée (Boudreau et Jones, 1999; Reddig et Juliano, 2005; 
Marastoni et al., 2008; Askari et al., 2009; Gahmberg et al., 2009; Vachon, 2011). Comme 
abordé un peu plus tôt, de nombreuses évidences démontrent que l’adhésion d ’une cellule à 
sa MEC constitue un élément critique à sa survie (Stupack et Cheresh, 2002; Danen et 
Sonnenberg, 2003; Mitra et Schlaepfer, 2006; Berrier et Yamada, 2007; Gilcrease, 2007; 
Marastoni et al., 2008; Gilmore et al., 2009; Vachon, 2011). Les différentes combinaisons 
de sous-unités intégrines de même que les nombreuses possibilités de liaison aux ligands 
ont conduit à la réalisation que les intégrines, tout comme les composants de la MEC sont 
impliqués sélectivement dans cette promotion de la survie et ce, en fonction du tissu et de 
l’espèce étudiés (Danen et Sonnenberg, 2003; Reddig et Juliano, 2005; Berrier et Yamada, 
2007; Marastoni et al., 2008; Vachon, 2011).
Les voies de signalisation impliquées par les intégrines dépendent bien évidemment 
de nombreux facteurs, incluant le contexte cellulaire, le tissu étudié et l’espèce concernée 
(Stupack et Cheresh, 2002; Danen et Sonnenberg, 2003; Reddig et Juliano, 2005; M itra et 
Schlaepfer, 2006; Berrier et Yamada, 2007; Gilcrease, 2007; Marastoni et al., 2008; 
Gilmore et al., 2009; Vachon, 2011). Bien qu’assez avancée, notre compréhension des 
bases moléculaires précises de la signalisation intégrines demeure incomplète. Il est 
néanmoins connu qu’un nombre croissant de voies tel que la voie PI3-K/Akt, la voie 
MEK/Erk, la voie des SAPKs/JNK et p38, et la voie JAK/STAT sont toutes impliquées à 
divers degrés, seules ou en combinaison, par la signalisation intégrine, toujours dépendant 
du contexte cellulaire, du tissu étudié et de l’espèce concernée (Giancotti, 2000; Stupack et 
Cheresh, 2002; Martin et Vuori, 2004; Reddig et Juliano, 2005; Marastoni et al., 2008; 
Gilmore et al., 2009; Harburger et Calderwood, 2009; Cabodi et al., 2010; Vachon, 2011). 
Cependant, contrairement aux RTKs, les intégrines sont des récepteurs dépourvus d ’activité 
kinase intrinsèque. Ainsi, ces dernières requièrent la présence de « proxys » afin d ’initier la 
transduction de signal appropriée. De ce fait, les TKs Fak et Src ont été largement associées
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à la signalisation intégrine fii (Giancotti, 2000; Stupack et Cheresh, 2002; Arias-Salgado et 
al., 2003; Reddig et Juliano, 2005; Mitra et Schlaepfer, 2006; Gilmore et al., 2009; 
Harburger et Calderwood, 2009; Legate et Fassler, 2009; Zhao et Guan, 2009; Cabodi et 
al., 2010; Vachon, 2011) (Fig. 3). En effet, l’initiation de cette signalisation se fait 
principalement via le recrutement et F activation de Fak au domaine cytoplasmique de la 
sous-unité Pi (Giancotti, 2000; Stupack et Cheresh, 2002; Arias-Salgado et al., 2003; 
Reddig et Juliano, 2005; Mitra et Schlaepfer, 2006; Gilmore et al., 2009; Harburger et 
Calderwood, 2009; Legate et Fassler, 2009; Zhao et Guan, 2009; Cabodi et al., 2010; 
Vachon, 2011). Par la suite, Fak recrute et active à son tour Src (Giancotti, 2000; Stupack 
et Cheresh, 2002; Arias-Salgado et al., 2003; Reddig et Juliano, 2005; Mitra et Schlaepfer, 
2006; Gilmore et al., 2009; Harburger et Calderwood, 2009; Legate et Fassler, 2009; Zhao 
et Guan, 2009; Cabodi et al., 2010; Vachon, 2011) (Fig. 3). Il est important de noter que ce 
n ’est pas toujours Fak qui est recruté/activé en premier, dépendant du contexte et de 
l’intégrine impliquée, c’est la TK Src qui sera recmtée la première, et qui mènera ensuite au 
recrutement et à l’activation de Fak (Parsons, 2003; Parsons et Parsons, 2004; Cohen et 
Guan, 2005; Ingley, 2008; Cabodi et al., 2010; Vachon, 2011). Suite à l ’engagement de Fak 
et/ou de Src, de nombreuses molécules de signalisation entrent en jeu, implicant bon 
nombre de voies de signalisation (Giancotti, 2000; Stupack et Cheresh, 2002; Arias- 
Salgado et al., 2003; Reddig et Juliano, 2005; Mitra et Schlaepfer, 2006; Gilmore et al., 
2009; Harburger et Calderwood, 2009; Legate et Fassler, 2009; Zhao et Guan, 2009; 
Cabodi et al., 2010; Vachon, 2011) (Fig. 3). Ces molécules peuvent être des adapteurs (Sch, 
Grb2), des échafaudeurs (IRS-1), des échangeurs de nucléotides (SoS), des petites protéines 
G (Ras) ou bien d ’autres kinases (Cas) (Giancotti, 2000; Stupack et Cheresh, 2002; Arias- 
Salgado et al., 2003; Reddig et Juliano, 2005; Mitra et Schlaepfer, 2006; Gilmore et al., 
2009; Harburger et Calderwood, 2009; Legate et Fassler, 2009; Zhao et Guan, 2009; 
Cabodi et al., 2010; Vachon, 2011) (Fig. 3). Il ne faut pas oublier non plus que la 
signalisation intégrines/Fak/Src constitue un centre d ’assemblage important des points 
focalisés d’adhésion via leurs interactions avec des partenaires tels la taline, la paxilline et 
la vinculine (Giancotti, 2000; Martin et al., 2002; Stupack et Cheresh, 2002; Parsons, 2003; 
Frame, 2004; Parsons et Parsons, 2004; Mitra et Schlaepfer, 2006; Harburger et 
Calderwood, 2009; Cabodi et al., 2010) (Fig. 3). Ces interactions, en plus de créer un lien
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physique étroit entre le cytosquelette d ’actine et la MEC, contribuent au maintien de 
l’intégrité cellulaire (Giancotti, 2000; Martin et al., 2002; Stupack et Cheresh, 2002; 
Parsons, 2003; Frame, 2004; Parsons et Parsons, 2004; Mitra et Schlaepfer, 2006; 
Harburger et Calderwood, 2009; Cabodi et al., 2010). De plus, elles permettent de 
maintenir la séquestration des homologues Bcl-2 pro-apoptotique Bim et Bm f au sein des 
microtubules et des filaments d ’actine respectivement, participant ainsi à la promotion de la 
survie (Giancotti, 2000; Stupack et Cheresh, 2002; Arias-Salgado et al., 2003; Reddig et 
Juliano, 2005; Mitra et Schlaepfer, 2006; Gilmore et al., 2009; Harburger et Calderwood, 
2009; Legate et Fassler, 2009; Zhao et Guan, 2009; Cabodi et al., 2010; Vachon, 2011) 
(Fig. 3).
11
XA".
RIP1
Fyn,
Yes
8hc ILKSrc Vin
Cita
**»i  f-so*
WNCHia |P«#*r6rb2 Src
PDK1
pro-CASP-
Bmf * Bim
‘I \ \  DAPK1
Bcl-2
Bim >
BaxBad
pro-CASP-9
: ASK-1 : GSK-3p
* . RSK-1
Bmf
A c t in
microfilarnent'
Mcl-1
pro-CASP-9 Bim ;
Bmf
DAPK1
î  Expression of anti-apoptotic hom ologs 
i  Expression of pro-apoptotic homologs 
t  Expression of lA.P's 
î  Expression of c-Flip
F igu re 3 . R eprésentation  schém atique de la signalisation  im pliquée p a r  les in tégrines fSh (Adaptée de Vachon, 2011). 
Une variété de m olécules de signalisation recrutées au niveau des intégrines P] promeut la survie en favorisant les 
hom ologues B cl-2 anti-apoptotiques et en inhibant les pro-apoptotiques.
12
Somme toute, la transduction de signal médiée par les intégrines ressemble 
beaucoup à d ’autres voies de signalisation comme celle des RTKs. Il n ’est donc pas 
surprenant de constater la grande coopération qui existent entre ces deux voies dans la 
régulation de processus cellulaires comme la prolifération, la migration et la survie 
(Giancotti, 2000; Stupack et Cheresh, 2002; Arias-Salgado et al., 2003; Reddig et Juliano, 
2005; Mitra et Schlaepfer, 2006; Gilmore et al., 2009; Harburger et Calderwood, 2009; 
Legate et Fassler, 2009; Zhao et Guan, 2009; Cabodi et al., 2010; Vachon, 2011). Dans 
certains cas, l’activation d’une intégrine peut même se faire de façon « inside-out » par les 
RTKs, la plupart du temps via leur engagement de Src, tout comme l’activation de certains 
RTKs peut se faire de la même façon via la signalisation intégrine/Fak/Src (Giancotti, 
2000; Martin et al., 2002; Reddig et Juliano, 2005; Legate et al., 2009; Cabodi et al., 2010). 
De telles interactions s’ajoutent ainsi à un grand réseau déjà fort complexe de voies de 
signalisation en constante coopération.
3. La voie PI3-K/Akt
La famille de protéines phosphatidylinositol-3 kinase (PI3-K) est impliquée dans de 
nombreux processus cellulaires. Notons entre autres la croissance cellulaire, la 
prolifération, la migration, la différenciation, la motilité, la survie, de même que la 
transduction de signal. Cette dernière fonction étant parmi les plus connues et les plus 
étudiées. De plus, l’implication de la famille PI3-K dans nombres de pathologies est 
maintenant largement vérifiée et acceptée (Osaki et al., 2004; Duronio, 2008; Franke, 2008; 
Zhao et Vogt, 2008; Engelman, 2009).
3.1. Généralités
Le phosphatidylinositol (PI) est un glycérophospholipide pouvant être phosphorylé 
de façon réversible aux positions 3, 4, et 5 de l’anneau inositol par des kinases spécifiques, 
générant ainsi sept polyphosphoinositols (Payrastre et al., 2001; Di Paolo et De Camilli, 
2006; Gratacap et al., 2011). Ces derniers agissent comme molécules de signalisation et 
sont également au cœur de nombreux processus cellulaires, notamment l’organisation du 
cytosquelette, le trafic membranaire, la survie et la prolifération (Payrastre et al., 2001; Di 
Paolo et De Camilli, 2006; Gratacap et al., 2011). Il est aujourd’hui reconnu que les 
kinases, phosphatases et phospholipases spécifiques responsables de la synthèse et de la 
dégradation rapide de ces différents phosphoinositols dans des domaines membranaires 
distincts performent des rôles cruciaux dans la régulation des cellules (Pendaries et al., 
2003; McCrea et De Camilli, 2009; Gratacap et al., 2011). La famille PI3-K, en tant que 
lipide-kinase, phosphorylé le groupement hydroxyle en position D3 de l’anneau inositol de 
trois différents PI : le PI, le PIP2  et le PEP3  (Osaki et al., 2004; Duronio, 2008; Franke, 
2008; Zhao et Vogt, 2008; Engelman, 2009). Plusieurs isoformes de la PI3-K sont connues 
à ce jour et ces derniers sont regroupés en trois grandes classes. Cette classification est 
principalement basée sur les structures et les préférences de substrats lipidiques.
D ’abord, la classe I est divisée en deux sous-classes, IA et Ib- La classe IA comprend 
les sous-unités catalytiques p llO a, p l 10(3 et p llO ô (encodées respectivement par les gènes 
PIK3CA, PIK3CB et PIK3CD) et est caractérisée par la présence d’un domaine de liaison à 
la sous-unité régulatrice p85 (Cantley, 2002; Engelman, 2009; Vanhaesebroeck et al., 
2010). La classe Ib n ’a qu’un seul membre, p l lOy, qui ne possède pas ce domaine (Cantley, 
2002; Engelman, 2009; Vanhaesebroeck et al., 2010). Il lie plutôt les sous-unités 
régulatrices p lO l, p84/p87 qui n ’ont, à ce jour, aucune homologie connue avec d ’autres 
protéines et de surcroît, aucun domaine identifiable (Vanhaesebroeck et al., 2010). Les 
isoformes de la sous-unité régulatrice p85 possèdent toutes un domaine de liaison à p llO  et 
sont encodées par trois gènes distincts soit PIK3R1 (p85a, p55oc et p50a), PIK3R2 (p85P) 
et PIK3R3 (p55y) (Cantley, 2002; Engelman, 2009; Vanhaesebroeck et al., 2010).
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La classe II est caractérisée par l’absence de sous-unités régulatrices mais possède 
en revanche des extensions amino- et carboxy-terminales qui pourraient être impliquées 
dans certaines interactions protéine-protéine (Falasca et Maffucci, 2007; Falasca et 
Maffucci, 2012). Enfin, la classe III ne possède qu’un seul membre soit Vps34 (« Vacuolar 
protein sorting 34 ») qui lie la protéine V psl5  (Backer, 2008). Cette dernière classe étant 
relativement peu étudiée, ses rôles et caractéristiques demeurent encore incertains. 
Cependant, des rôles au niveau de l’autophagie et de la synthèse protéique sont avancés, 
contribuant à la réponse adaptative des cellules aux changements et à la disponibilité des 
nutriments (Backer, 2008).
L ’objet de la présente étude étant principalement orienté sur les complexes 
isoformes PI3-K de classe I a , il est évident que l’emphase se fera sur les isoformes de cette 
dernière.
3.2. Signalisation
Les voies de signalisations auxquelles participent les complexes PI3-K de classe Ia 
sont nombreuses. Même si le cadre de base est déjà bien établi, avec comme effecteur 
principal la serine/thréonine kinase Akt et PTEN comme régulateur négatif 
(Vanhaesebroeck et Waterfield, 1999), il n ’en demeure pas moins que beaucoup reste 
encore à être compris notamment en ce qui concerne leur activation/recrutement. En effet, 
bien que l’on sache déjà que le recrutement de la sous-unité régulatrice peut s ’effectuer par 
une liaison à un résidu tyrosine phosphorylé via un des domaines SH2 (« Src homology 
domain 2 »), ce qui relève l’inhibition des sous-unités catalytiques, plusieurs émettent 
l ’hypothèse que la sous-unité catalytique pourrait être activée par d’autres moyens comme 
par exemple certains récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) (Kurosu et al., 1997; 
Kubo et al., 2005; Guillermet-Guibert et al., 2008; Dbouk et Backer, 2010). Des données 
indiquent ainsi qu’il y aurait une activation directe (via les sous-unités (3y des protéines G
15
hétérotrimériques) (Kurosu et al., 1997; Kubo et al., 2005; Guillermet-Guibert et al., 2008; 
Dbouk et Backer, 2010) ou encore indirecte, via des petites protéines G comme Ras (Gupta 
et al., 2007). Comme nous le verrons un peu plus loin, les isoformes de la sous-unité 
catalytique possèdent toutes un domaine de liaison à Ras qui pourrait très bien servir à 
l ’activation de ces dernières. Certaines évidences semblent confirmer ce dernier point et 
même que les interactions entre Ras et la protéine PI3-K seraient isoformes spécifiques 
(Vanhaesebroeck et al., 2001; Rodriguez-Viciana et al., 2004). Autre fait particulièrement 
intéressant, la sous-unité régulatrice p85 est capable d ’inhiber l ’activation de p llO a  médiée 
par Ras, mais cette inhibition peut être levée lorsque p85 est engagé dans un complexe avec 
des tyrosines phosphorylées (Jimenez et al., 2002). Il est donc sensé de supposer que les 
complexes p 8 5 /p ll0  ne sont sensibles à Ras que suivant l ’activation des voies TKs. 
D ’autres études ont démontré que la voie PI3-K peut être activée via d ’autres protéines à 
activité GTPase différentes de Ras comme Rac, Rho et Cdc42 (Vanhaesebroeck et al., 
2005; Vanhaesebroeck et al., 2010).
Évidemment, bien d’autres voies d ’activation peuvent être impliquées et il serait 
inutile de toutes les mentionner ici. La signalisation PI3-K étant parmi les plus complexes, 
nombres d ’études s’attardent à la coopération entre cette dernière et d ’autres voies de 
transduction de signal dans plusieurs contextes cellulaires influant sur virtuellement tous les 
processus biologiques (Weber-Nordt et al., 1998; Engelman et al., 2006; Cain et Ridley, 
2009; Xu et Messina, 2009; Steelman et al., 2011; Dang, 2012).
3.3. L’effecteur Akt et la survie
Il est aujourd’hui bien connu que la sérine/thréonine kinase Akt, l ’effecteur 
principal de la voie, est grandement impliquée dans la promotion de la survie de 
pratiquement tous les types cellulaires (Dufour et al., 2004; Hamois et al., 2004; Osaki et 
al., 2004; Bouchard et al., 2008; Duronio, 2008; Franke, 2008; Zhao et Vogt, 2008;
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Engelman, 2009). Par exemple, Akt phosphoryle de nombreuses cibles comme Bax (sur le 
résidu S184), Bad (sur le résidu S136 préférentiellement, mais aussi sur SI 12) et Bim (sur 
S87), inhibant leurs activités pro-apoptotiques (Grossmann, 2002; Cory et al., 2003; Martin 
et Vuori, 2004; Basu et al., 2006; Adams et Cory, 2007a; Adams et Cory, 2007b; Hehlgans 
et al., 2007; Kutuk et Letai, 2008; Yip et Reed, 2008; Youle et Strasser, 2008; Brunelle et 
Letai, 2009; Vachon, 2011). De plus, Akt inhibe par phosphorylation la pro-Casp-9 (sur la 
S 196) afin de prévenir son activation. Elle inhibe également GSK-3(3 par phosphorylation 
(sur la S9), cette dernière, lorsqu’elle est active, phosphoryle positivement le facteur pro- 
apoptotique Bax (sur la S 163) et négativement Mcl-1 (sur les résidus S 155, S 159 et T163) 
(Grossmann, 2002; Cory et al., 2003; Martin et Vuori, 2004; Basu et al., 2006; Adams et 
Cory, 2007a; Adams et Cory, 2007b; Hehlgans et al., 2007; Kutuk et Letai, 2008; Yip et 
Reed, 2008; Youle et Strasser, 2008; Brunelle et Letai, 2009; Vachon, 2011). Ceci ne 
constitue qu’un aperçu bien incomplet des différents rôles performés par Akt au niveau de 
la survie, toujours est-il que son implication a été largement documenté puisque, comme 
mentionné plus haut, la voie PI3-K/Akt est une voie majeure dans la promotion de la survie 
(Dufour et al., 2004; Hamois et al., 2004; Osaki et al., 2004; Bouchard et al., 2008; 
Duronio, 2008; Franke, 2008; Zhao et Vogt, 2008; Engelman, 2009).
3.4. Les isoformes de la sous-unité régulatrice PI3-K
Les isoformes de la sous-unité régulatrice p85 possèdent trois rôles principaux et 
communs soit la stabilisation de la sous-unité catalytique, l’inhibition de l’activité kinase de 
cette dernière, et finalement le recrutement par des résidus phospho-tyrosines. Ce dernier 
rôle permet la relâche de l’inhibition de l’activité kinase de la sous-unité catalytique et de 
plus, permet à cette dernière d ’entrer en contact avec ses différents substrats lipidiques 
membranaires (Cantley, 2002; Engelman et al., 2006; Vanhaesebroeck et al., 2010).
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À ce jour, les données concernant les rôles distincts joués par les différentes 
isoformes de la sous-unité régulatrice demeurent grandement incomplètes. En effet, comme 
chacune d’elles peut lier toutes les isoformes catalytiques, il devient ardu de déterminer 
leurs contributions individuelles. Plusieurs pistes semblent vouloir se dessiner, mais il est 
clair que des études plus poussées permettraient de préciser et clarifier ces rôles. Les lignes 
qui suivent présentent ainsi quelques-uns de ces rôles généraux et se veulent seulement un 
aperçu de ce qui est connu actuellement. Des données concernant les statuts respectifs des 
isoformes régulatrices au niveau des entérocytes seront également incluses lorsque 
disponibles.
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3.4.1 PIK3R1 : p85a/p55a/p50a
p85a
F ig u re  4. Structures et dom aines des isoform es régu la trices issues du gène PIK3R1. p85a, p55a et p50a possèdent toutes 
trois domaines SH 2 (« Src hom ology dom ain 2 ») (nSH 2, iSH 2 et cSH 2), de m ême qu’un dom aine riche en pralines (PI). 
p55a  et p50a possèdent chacune un dom aine unique de longueur différente (U) en N-terminal, tandis que p 85a  possède un 
dom aine BH (« BCR hom ology dom ain  »), un second domaine riche en pralines (P 2) de m ême qu’un dom aine SH3 (« Src 
hom ology dom ain 3  »).
Comme toutes les sous-unités régulatrices de classe I, p85a, de même que ses deux 
variantes, p55a et p50a, possèdent le noyau « p85 » (Backer, 2010; Vanhaesebroeck et al.,
2010). Ce dernier est constitué de trois domaines SH2 et d ’une région riche en proline 
(Backer, 2010; Vanhaesebroeck et al., 2010) (Fig. 4). Les domaines nSH2 et cSH2 sont 
responsables de la liaison aux tyrosines phosphorylées des divers récepteurs/adaptateurs 
capables de recruter la PI3-K, donnant lieu à la formation de nombreux complexes de 
signalisation variés, impliqués dans virtuellement tous les processus cellulaires (Backer, 
2010; Vanhaesebroeck et al., 2010). Le domaine SH2 interne (iSH2) constitue le site de 
liaison et de régulation des sous-unités catalytiques pllO s. En effet, lorsque ce dernier lie 
les sous-unités catalytiques, en plus de les stabiliser, il inhibe effectivement l ’activité 
lipide-kinase de ces dernières. Une revue particulièrement complète détaillant les 
interactions entre les sous-unités p85 et p llO  est disponible pour plus de précisions 
(Backer, 2010). La partie N-terminale des trois isoformes varie. En effet, les isoformes 
p55a et p50a possèdent chacune un domaine unique de 6  et 34 acides aminés pour p50 a  et 
p55a respectivement (Vanhaesebroeck et al., 2005) (Fig. 4). Bien qu’encore très peu 
étudiées, plusieurs groupes ont d’ores et déjà identifié différentes interactions de ces 
domaines avec d’autres protéines, menant effectivement à des rôles distincts (Inukai et al.,
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1996; Inukai et al., 2000; Ueki et al., 2000). Pour sa part, p85a possède une extrémité N- 
terminale beaucoup plus longue que les deux variantes plus courtes, incluant un domaine 
BH, un second domaine riche en proline et un domaine SH3 (Backer, 2010; 
Vanhaesebroeck et al., 2010) (Fig. 4). Ces domaines ouvrent la porte à de nombreux rôles 
découlant d ’interactions différentes que ses contreparties plus courtes. Par exemple, le 
domaine BH de p85a inclus des régions homologues aux GAPs (« GTPase activaîing 
proteins »). Conséquemment, le groupe de Chamberlain et al. a confirmé en 2004 que p85a 
possède bel et bien une activité GAP à l’égard de certaines protéines de la famille Rab 
(Chamberlain et al., 2004). Le domaine SH3, quant à lui, a été associé à la liaison et la 
régulation de PTEN (Phosphatase and TENsin homolog), le régulateur négatif de la voie 
PI3-K et responsable de la déphosphorylation du PIP3 (Chagpar et al., 2010).
Toutes ces différences structurales entre les sous-unités p85a, p55a et p50a ont 
menées à plusieurs études visant à déterminer les rôles distincts et les différentes 
implications de ces dernières dans divers processus cellulaires. D ’abord, une série d ’étude 
d ’inactivations génétiques conduite chez la souris a grandement contribué à l’établissement 
de bases concernant les rôles potentiels des isoformes de la sous-unité régulatrice. Des 
modèles de souris délestée de tous les variantes d ’épissage du gène PIK311 (p85a /_, p55a7' 
et p50a7') se sont montrés viables jusqu’à un certain point. En effet, plusieurs ne survivent 
pas plus d ’une semaine, alors que d ’autres atteignent l’âge adulte (Fruman et al., 2000). 
Une forme de compensation de F isoforme p85P pourrait expliquer ces observations puisque 
les souris déficientes pour les quatre isoformes sont complètement inviables et montrent 
des troubles et retards de développement embryonnaire graves (Brachmann et al., 2005b). 
Cependant, les souris n ’exprimant que les formes plus courtes p55a et p50a (p85a7 et 
p85p7 ), bien que se montrant elles aussi invivables, exhibaient des troubles moins sévères, 
montrant une forme de compensation incomplète de ces isoformes plus courtes de p85a 
(Brachmann et al., 2005b). Il est également important de souligner que p50a et p55a, 
originellement définie comme des variantes d ’épissage alternatif de p85a, posséderaient en 
fait leur propre promoteur respectif, ce qui ajoute donc une autre dimension à la complexité
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déjà existante des mécanismes de régulation géniques (Abell et al., 2005; Abell et Watson, 
2005).
En plus de son rôle évident dans le développement, l’isoforme p85a serait 
impliquée dans plusieurs processus cellulaires. On note entre autres son implication dans la 
migration induite par CCL5 des cellules cancéreuses de poumon (Huang et al., 2009), dans 
l’augmentation de l’expression d ’interleukine - 6  via SD F-la dans les cellules microgliales 
(Lu et al., 2009a), dans la modulation de la fonction du canal K+ sensible à l’ATP dans les 
cellules du muscle lisse vasculaire (Haba et al., 2010), de même que dans la cytokinèse 
(Garcia et al., 2006). Toutes ces implications témoignent de l’importance de la voie PI3-K 
dans de nombreux processus cellulaires variés, et illustrent en même temps des exemples 
de rôles distincts qu’une isoforme PI3-K peut jouer en fonction du type cellulaire étudié.
Chez les entérocytes, p85a a été associée au cancer du côlon et serait considérée 
comme un oncogène (Benistant et al., 2000; Rychahou et al., 2006).
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3.4.2 PIK3R2 : p85p
F igure 5. Structure e t dom aines de V isoform e régu la trice  issue du gène PIK3R2. p85fi possède trois dom aines SH2 
(nSH2, iSH2 et cSH 2), de m ême que deux dom aines riches en prolines (PI et P2). En N-terminal, p85p possède en plus 
un dom aine BH de m êm e qu’un domaine SH 3.
L ’isoforme p850 ressemble beaucoup à p85a en termes de domaines structuraux 
(Fig. 5). La différence majeure avec p85a serait la possibilité d ’une localisation nucléaire 
puisqu’elle possède un signal d’export nucléaire (NES) (Kumar et al., 2010; Kumar et a l, 
2011). Son association avec l’isoforme catalytique pllO p, qui possède pour sa part un 
signal de localisation nucléaire (NLS), a été montré par le groupe de Kumar et al., 
associant ce complexe à la régulation de la survie et aux mécanismes de réparation de 
l’ADN (Kumar et al., 2011). Comme mentionné plus haut, l ’importance de l’isoforme p85p 
dans le développement a été confirmée par les modèles de souris knock-out (Brachmann et 
al., 2005b). Il serait en conséquence inutile de revenir sur ce point. Cependant, l ’isoforme 
p85p pourrait jouer d’autres rôles en dehors du développement. Elle serait notamment 
importante dans un contexte immunologique. En effet, elle jouerait un rôle dans la 
croissance et la prolifération des cellules B conjointement avec p85a, pouvant même 
compenser la perte de cette dernière (Oak et al., 2009). De plus, il y aurait un rôle unique 
joué par p85P puisqu’une augmentation de la prolifération médiée par le « B-cell receptor » 
(BCR) de même qu’une augmentation de la phosphorylation de ERK a été observée dans 
des cellules B déficientes en p85|3 seulement (Oak et al., 2009). De même, une autre 
hypothèse suggère un rôle pour p85a et p85(3 dans la sensibilité à l’insuline. Ce dernier 
point semble par contre légèrement controversé (Brachmann et al., 2005a).
Chez les entérocytes, l’isoforme p85P a été récemment impliquée dans la 
progression du cancer colorectal (Cortes et al., 2012). Il s’agit là d’une avancée importante
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puisque jusqu’à ce jour, l’isoforme p85a était traditionnellement associée aux cancers. De 
plus, un autre groupe a mis en évidence un mécanisme de régulation post-transcriptionnelle 
impliquant un micro-ARN (Guo et al., 2008). Ce dernier, perdu dans la plupart des cancers 
colorectaux, influence directement l’expression de p85p alors qu’il n ’affecte pas celle de 
p85a (Guo et al., 2008). Néanmoins, comme pour les isoformes p85a, aucune étude ne 
s’est véritablement attardée au statut de p85P chez les entérocytes normaux.
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3.4.3 PIK3R3 : p55y
p55y
F igu re  6 . Structure e t dom aines de V isoform e régu la trice  issue du gène PIK 3R 3. p55y possède trois dom aines SH2 
(nSH 2, iSH 2 et cSH 2), de même qu’un dom aine riche en prolines (P I). En N-terminal, p55y possède en plus une séquence  
unique de 34 acides aminés.
L ’isoforme p55y ressemble particulièrement à p55a, et ainsi, contrairement à p85a 
et p85p, ne possède pas de domaine « BH », ni de domaine SH3 (Fig. 6 ). En revanche, une 
séquence unique de 24 acides aminés a été identifiée en N-terminal et cette dernière 
posséderait la capacité de lier la famille de protéines pRb (Xia et al., 2003) (Fig. 6 ). Dans le 
même ordre d ’idées, des études subséquentes ont montré un rôle découlant de cette capacité 
de liaison aux membres de la famille pRb. Plusieurs études ont déjà démontré l ’implication 
de cette famille de protéines dans la progression du cycle cellulaire, conjointement avec le 
facteur de croissance E2F (Poznic, 2009; Gordon et Du, 2011). Il a été observé qu’une 
surexpression de la séquence de 24 acides aminés entraînait l ’arrêt du cycle en phase G1 
(Hu et al., 2005). De cette observation découle l’hypothèse que l’isoforme de la sous-unité 
régulatrice p55y, via une interaction directe avec la famille pRb, modulait la progression du 
cycle cellulaire, allant même jusqu’à supposer une modulation des interactions entre pRb et 
E2F (Hu et al., 2005).
D ’autres études menées dans des cellules CHO/IR ont montré un point commun 
intéressant entre les isoformes p55y et p55a. En effet, les 34 acides aminés en N-terminal 
de ces isoformes seraient capables d ’interagir avec les différents types de tubuline et 
indiqueraient ainsi un rôle potentiel impliquant les microtubules de la périphérie (Inukai et 
al., 2000). Aucune étude ne s’est attardée au statut de p55y chez les entérocytes.
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3.4.4 Synthèse, compensation et rôles communs
Les sections précédentes illustraient bien le fait que les isoformes de la sous-unité 
régulatrice PI3-K possèdent bel et bien des rôles distincts. Comme mentionné dans la 
section des isoformes p85a/p55a/p50a, des études d’inactivations génétiques effectuées 
chez la souris ont grandement contribuées à l’établissement de cette hypothèse.
Comme il a été vu, la perte des différentes isoformes engendre des phénotypes 
complètement différents. Le Tableau 1 présenté ci-bas apporte des données 
complémentaires et montre du même coup des résultats d ’études du même type mais 
concernant les isoformes catalytiques.
Dans un autre ordre d ’idées, une nuance importante doit être mise en lumière; en 
effet, la possibilité que la perte d’un des isoformes puisse être compensée par ceux qui 
demeurent reste envisageable et quelque fois même observée (Brachmann et al., 2005b). 
Cela amènerait le fait que certains rôles ne seraient pas exclusif à une seule isoforme 
spécifique mais au contraire, communs à plusieurs. Cette réalité doit être prise en 
considération et complique quelque peu la tâche de détermination des rôles distincts joués 
par chaque isoforme.
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T ableau  1. Aperçu d es  phénotypes observés lors d ’é tu des im pliquant d e s  souris déficientes p o u r  les d ifféren tes isoform es 
PI3-K. (Adapté de Vanhaesebroeck B. et al., 2010, voir article original pour les références associées).
Isoformes PI3-K Phénotypes observés
Sous-unité régulatrice
pan-p85aA
• Mort périnatale
• Désordres immunologiques et 
métaboliques
p85a7
• Viable
• Désordres immunologiques et 
métaboliques
pSSa^VpôOa'7' • Viable• Désordres métaboliques
p85P'A
• Viable
• Faibles désordres immunologiques et 
métaboliques
p55yA • Non disponible
Sous-unité catalytique
pl 10a' • Mort embryonnaire (E9.5)• Défaut de prolifération et vasculaire
p iio p -'- • Mort embryonnaire (E3.5)
p iio p del/dei • Partiellement létale• Aucun phénotype rapporté
pllOÔ'A • Viable• Désordres immunologiques
3.5. Les isoformes de la sous-unité catalytique PI3-K
Les trois différentes isoformes de la sous-unité catalytique sont relativement 
identiques du point de vue de leur structure, c’est-à-dire qu’elles possèdent les mêmes 
domaines, détaillés un peu plus bas. Comme présenté dans le tableau précédent, 
l ’inactivation génétique, ou encore certaines mutations au niveau des domaines des 
isoformes catalytiques ont révélé des phénotypes très différents. Conséquemment avec ces 
observations, plusieurs rôles uniques ont été observés pour chacune d ’elles et les lignes qui 
suivent présenteront un aperçu général, mais toujours incomplet de ces derniers.
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3.5.1 PIK3CA : pllOa
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F igure 7 . Structure e t dom aines de l ’isoform e ca ta lytique issue du gène PIK3CA. p l  10a possède 5 dom aines distincts : un 
domaine kinase, un dom aine hélicoïdal, un dom aine C2, un dom aine de liaison à Ras (« R as-B inding D om ain  », R B D ) et 
un domaine de liaison adapteur (« A d a p to r b inding dom ain  », A B D ).
Les domaines fonctionnels des sous-unités catalytiques sont sensiblement les 
mêmes. Toutes possèdent le noyau « p l lO » , constitué du domaine hélicoïdal, 
anciennement connu sous le nom de « domaine PIK », du domaine C2 et du domaine 
kinase responsable de l’activité catalytique (Vanhaesebroeck et a l, 2010) (Fig. 7). De plus, 
p llO a  possède un domaine RBD (Fig. 7) capable de lier la petite protéine G Ras et d ’être 
ainsi activé par cette dernière dans certains cas (Pacold et al., 2000; Jimenez et al., 2002). 
Finalement, le domaine ABD (Fig. 7), présent chez tous les isoformes catalytiques de 
classe IA, est responsable de la liaison à la superhélice des sous-unités régulatrices, située 
au sein du domaine iSH2 de ces dernières (Miled et al., 2007; Backer, 2010). Encore une 
fois, plus de détails et de précisions concernant les interactions entre les sous-unités 
régulatrices et catalytiques peuvent être obtenues dans une revue très complète sur ce sujet 
(Backer, 2010).
p llO a  est probablement la plus étudiée des isoformes PI3-K de classe IA. De 
nombreuses études lui ont attribué plusieurs rôles dans divers processus cellulaires. Par 
exemple, l’activation de p llO a  protégerait notamment contre l’insuffisance cardiaque 
induite par un infarctus du myocarde (Lin et al., 2010). De plus, une diminution 
d ’activation de p llO a  entraînerait une baisse du nombre de canaux calciques de type L 
(LTCC) en surface, diminuant ainsi l’entrée de Ca2+ et la contractilité (Lu et al., 2009b). De 
même, plusieurs autres implications ont été rapportées entre autres dans la régulation du 
développement et de la fonction des ostéoclastes et des ostéoblastes (Grey et al., 2010);
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dans la régulation du fonctionnement de la barrière endothéliale, en induisant la formation 
d ’un complexe protéique associé à la VE-cadhérine qui coordonnerait des changements 
dans les jonctions adhérentes avec le cytosquelette d ’actine (Cain et al., 2010); dans la 
régulation du processus de phagocytose et de pinocytose chez les macrophages (Tamura et 
al., 2009) et dans la transition de la phase G2 vers la phase M des embryons unicellulaires 
de souris (Xu et al., 2009). Il est également pertinent de mentionner le rôle crucial de cette 
isoforme dans l’angiogenèse et le développement vasculaire (Bi et al., 1999; Lelievre et al., 
2005; Foukas et al., 2006; Graupera et al., 2008), de même que dans le métabolisme 
insulino-dépendant dans le foie (Sopasakis et al., 2010).
En résumé, ceci n ’est qu’un bref aperçu des implications et rôles connus de 
l’isoforme p llO a . Il faut également prendre note que les rôles décrits en exemple ci-haut 
sont non seulement dépendant du type cellulaire étudié, tout comme les études concernant 
toutes les autres isoformes PI3-K, mais peuvent également être espèce-spécifique. En effet, 
nombre de ces études ont été conduites chez la souris, particulièrement les études 
d’inactivations génétiques, et bien que ces données permettent d’avoir une idée générale 
des rôles et des implications, ces derniers ne sont pas nécessairement applicables à 
l’humain. Il devient ainsi particulièrement important de valider ces résultats avec des 
modèles humains lorsque ces derniers sont disponibles et validés. De plus, il n ’est pas 
irréaliste de penser que de nombreux rôles et implications demeurent encore inconnus, mal 
compris ou mal documentés, et comme pour toute isoforme abordée dans ce travail, 
plusieurs études seront nécessaires pour apporter des précisions à ce qui est déjà connu.
Il est également utile de mentionner que, de toutes les isoformes PI3-K de classe I a , 
p llO a  est celle qui semble être la plus impliquée dans la transformation cellulaire. En effet, 
plusieurs évidences montrent que c ’est l ’isoforme porteuse des mutations les plus 
fréquentes dans de nombreux cancers (Samuels et Velculescu, 2004; Zhao et Vogt, 2010), 
particulièrement au niveau du cancer colorectal (Michl et Downward, 2005; Rychahou et 
al., 2006; Ihle et al., 2011; Zhang et al., 2011). L ’objet de cette étude n ’impliquant que très
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peu le cancer, il devient moins pertinent de détailler ici les études et exemples appuyant ce 
fait. Néanmoins, nous rappellerons seulement que bien qu’un rôle au niveau de la survie 
cellulaire ait déjà été mis en évidence pour p llO a , les mécanismes précis et les acteurs 
impliqués demeurent à ce jour mal compris, particulièrement au niveau de la signalisation 
intégrine et encore moins à l’égard de l ’état de différenciation entérocytaire.
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3.5.2 PIK3CB : pllOp
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F igu re 8. Structure e t dom aines de  l ’isoform e cata lytique issu du gène PIK3CB. p liO P  possède 5 dom aines distincts : un 
domaine kinase, un dom aine hélicoïdal, un domaine C2, un dom aine de liaison à Ras (R B D ) et un dom aine de liaison  
adapteur (A BD ).
Dans un premier temps, nous remarquons que la structure et les domaines de p l 10p 
ressemblent beaucoup à ceux de p llO a  (Fig. 8  vs Fig. 7). Bien que les deux isoformes 
possèdent des séquences similaires, il n ’en reste pas moins que certaines différences, si 
minimes soient-elles, peuvent entraîner des changements drastiques dans les capacités de 
liaison aux substrats, l’affinité pour certains partenaires de signalisation ou même la 
capacité d ’inhibition par les sous-unités régulatrices (Dbouk et Backer, 2010). Avant 
d ’aller plus loin, il est également important de souligner que plusieurs évidences montrent 
que l’activation de cette isoforme peut s’effectuer via les sous-unités Py de GPCR, en plus 
du mode d ’activation classique via des peptides phospho-tyrosyl. En effet, plusieurs 
indications semblent pointer vers cette hypothèse allant même jusqu’à supposer une forme 
de synergie (Kurosu et al., 1997; Kubo et al., 2005; Guillermet-Guibert et al., 2008; Dbouk 
et Backer, 2010; Vanhaesebroeck et al., 2010), bien que ce point demeure controversé 
encore à ce jour. Ce dernier point sera abordé plus en détail un peu plus tard dans ce travail.
Cependant, tout en gardant à l ’esprit ces différents modes d ’activation potentiels, 
pllO P posséderait lui aussi plusieurs rôles uniques et serait impliqué dans de nombreux 
processus biologiques. Bien que beaucoup reste encore à découvrir, voici un aperçu partiel 
des rôles connus.
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Dans un premier temps, on notera l’implication de pllO P dans la régulation de 
l’avidité des récepteurs intégrine aob(3 3 de haute affinité, qui sont nécessaires à la
transmission de forces contractiles (Schoenwaelder et al., 2010), de même que dans la
formation de thrombose suivant une lésion artérielle (Martin et al., 2010). Les dernières 
observations semblent ainsi indiquer une possibilité de traitements anti-thrombotique pour 
les inhibiteurs de pllO P (Jackson et al., 2005). Dans un deuxième temps, p li0 P  serait aussi 
impliqué dans la régulation de la réplication de l’ADN via des mécanismes kinase-
dépendants et kinase-indépendants (Marques et al., 2009). Dans le même ordre d’idées,
p l 10(3 serait nécessaire à la fertilité puisqu’il aurait un rôle prépondérant dans la 
spermatogenèse (Ciraolo et al., 2010). Dans un troisième temps, l ’isoforme p llO p  serait 
grandement impliqué, conjointement avec p llO a , dans la régulation de la signalisation de 
l ’insuline au niveau de l ’hypothalamus (Tups et al., 2010), confirmant ainsi les rôles déjà 
connus des différents isoformes PI3-K dans la signalisation de l ’insuline (Shepherd, 2005).
Encore une fois, ceci ne représente qu’un aperçu des nombreux rôles connus de 
l’isoforme catalytique pllO p. Ces derniers confirment encore une fois le fait que les rôles 
des isoformes PI3-K sont très distincts aussi bien selon le contexte tissulaire que selon le 
type cellulaire étudié. Concernant les entérocytes, comme pour la plupart des isoformes 
PI3-K, aucune étude ne s’est véritablement attardée au statut d’une isoforme PI3-K en 
particulier. Ainsi, p l 10p ne fait pas exception et il est évident que plusieurs avenues restent 
encore à être explorées.
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3.5.3 PIK3CD : pllOô 
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F igure 9. Structure et dom aines de l'isoform e ca ta ly tique issu du gène PIK3CD. p l 105 possède 5 domaines distincts : un 
domaine kinase, un dom aine hélicoïdal, un dom aine C2, un domaine de liaison à Ras (R BD ) et un domaine de liaison  
adapteur (A B D ).
Tout comme p llO a  et p llO P, l ’isoforme catalytique pllO ô possède les mêmes 
domaines et la même structure générale, exception faite de certaines petites différences 
(Vanhaesebroeck et al., 2010) (Fig. 9). En fait, le dernier membre de la classe Ia des 
isoformes PI3-K semble plutôt régulé via son expression. En effet, p llO ô, est davantage 
exprimé dans les cellules du système immunitaire (Kok et al., 2009b). Cela dénote 
évidemment des rôles prépondérants de cette isoforme dans ce type cellulaire particulier 
(Kok et al., 2009b).
Par exemple, nous noterons des implications dans la modulation de l’expression 
d’IL-17 via la régulation de l’activité de NF-kB, en plus de rôles immunologiques entre 
autres dans le développement et la fonction des cellules B (Durand et al., 2009; Beer- 
Hammer et al., 2010; Ramadani et al., 2010), des cellules T (Liu et al., 2009; Liu et 
Uzonna, 2010; Soond et al., 2010) et des macrophages (Papakonstanti et al., 2008). Un rôle 
a également été observé dans la régulation de la migration des cellules « Natural killer », 
conjointement avec p l 10y (isoforme catalytique de classe Ib )  (Saudemont et al., 2009).
Compte tenu de ses différents rôles au sein des cellules immunologiques, il va de soi 
que l’inhibition de l’isoforme pllOÔ devient particulièrement intéressante dans l’optique de 
développement de nouveaux traitements anti-inflammatoires contre des maladies telles que 
l’asthme (Lee et al., 2006; Park et al., 2008) et l’arthrite (Randis et al., 2008). De plus, des
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évidences montrent que la double inhibition (pllO ô/pllO y) serait plus efficace que la seule 
inhibition de p l 106 (Williams et al., 2010).
Dans un autre ordre d ’idée, en parallèle avec ces différents rôles, p llO ô posséderait 
certaines fonctions dites redondantes avec pllO P dans le contexte de signalisation par les 
GPCRs (Guillermet-Guibert et al., 2008).
Tout comme la grande majorité des isoformes PI3-K, aucune étude ne s’est 
véritablement consacrée au statut de p llO ô chez les entérocytes. Les évidences montrant 
que ce dernier est prédominant chez les cellules immunitaires, la plupart des efforts de 
recherche se consacrent aux rôles potentiels associés à ce fait.
3.5.4 Rôles communs et synthèse
Les différents rôles présentés dans les sections précédentes se veulent, pour la 
grande majorité, des rôles uniques et illustrent à quel point les isoformes catalytiques sont 
importants pour la plupart des types cellulaires. Bien entendu, le même constat s ’appliquant 
pour les isoformes de la sous-unité régulatrice s’applique aux isoformes catalytiques : le 
fait que plusieurs isoformes peuvent performer des rôles redondants, ou même remplacer 
des isoformes inactivées/mutées dans certaines conditions est toujours possible et 
complique grandement un éventail de rôles spécifiques déjà très large.
De plus, bien qu’il n ’y ait pas ou peu de mentions de rôles distincts pour les 
complexes d ’isoformes spécifiques, il n ’en demeure pas moins que certains ont été 
identifiés, comme p55a/pl 10a qui aurait un rôle dans la régénération nerveuse (Okamoto et 
al., 2004). Ce n ’est pas que ces rôles n ’existent pas, mais plutôt parce que les études
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menées sur les isoformes PI3-K sont relativement récentes et ne se concentrent que sur les 
rôles des sous-unités seules et ne tiennent souvent pas compte de la deuxième sous-unité.
Enfin, il faut rappeler que les rôles des isoformes PI3-K de classe IA identifiés à ce 
jour englobent virtuellement tous les processus cellulaires. Néanmoins, les rôles et 
implications des différentes isoformes de la PI3-K dans ces processus sont grandement 
dépendants non seulement du type cellulaire, mais également du contexte tissulaire et 
même, dans certains cas, de l’espèce étudiée (Osaki et al., 2004; Dumio, 2008; Franke, 
2008; Zhao et Vogt, 2008; Engelman, 2009). Ainsi, l ’étude des rôles des isoformes PI3-K, 
même en contexte normal, demeure encore aujourd’hui un domaine de recherche 
extrêmement complexe. S’ajoute également à cette complexité l’implication de la PI3-K 
dans de nombreuses pathologies, incluant plusieurs cancers (Osaki et al., 2004; Dumio, 
2008; Franke, 2008; Zhao et Vogt, 2008; Engelman, 2009).
3.6. Niveau d’expression/distribution tissulaire des différentes isoformes PI3K de 
classe Ia
Au niveau de la distribution tissulaire, les isoformes PI3K de classe IA se retrouvent 
pratiquement partout. Certaines sont cependant présents en plus grande quantité dans un 
type cellulaire donné, comme par exemplé p llO ô, qui est grandement présente au niveau 
des leucocytes (Kok et al., 2009b). Une récente revue fait état des connaissances actuelles 
concernant la régulation de l’expression des isoformes PI3-K dans diverses conditions 
pathologiques ou non (Kok et al., 2009a). Les approches utilisées pour établir ces profils 
sont pour le moment relativement peu puissantes au sens où elles ne font pas la distinction 
entre les différents types cellulaires au sein des tissus. Il n ’en reste pas moins qu’elles 
permettent d’avoir un portrait d ’ensemble. Éventuellement, la venue d ’anticorps 
spécifiques aux différentes isoformes compatibles et vérifiés pour une utilisation en 
immunohistochimie serait une avancée importante et permettrait d ’établir des profils
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beaucoup plus complets. Le Tableau 2 présente les données actuelles sur la distribution 
tissulaire des différentes isoformes PI3K.
T ableau  2. D istribu tion  tissulaire des isoform es P I3-K  (Tableau adapté de Kok K. et al. (2009a) voir article original pour 
les références).
Isoformes PI3-K Expression
p llO a > Ubiquitaire
pnop > Ubiquitaire
pllOÔ > Augmentée dans les leucocytes
> Modérée dans les neurones et différentes lignées cellulaires 
cancéreuses d ’origine variée (incluant mélanomes, sein et 
côlon)
> Faible dans la plupart des autres types cellulaires
p85a > Ubiquitaire (plus faible expression retrouvée dans le muscle 
squelettique)
p55a
s
>  Elevée dans le cerveau et le muscle
>  Indétectable dans la plupart des autres tissus
p50a >  Élevée dans le foie
>  Modérée dans le rein et le cerveau
p85p >  Ubiquitaire (plus faible expression retrouvée dans le muscle 
squelettique)
p55y > Présence élevée de l’ARNm dans le cerveau et les testicules
>  Présence modérée de l’ARNm dans la plupart des tissus 
excepté le foie et le muscle (non-détectable)
>  Faible niveau de protéine dans le foie, le muscle, les tissus 
adipeux et la rate
4. L’épithélium intestinal
4.1. Caractéristiques générales
L ’épithélium intestinal humain est simple et cylindrique et est composé 
principalement de 4 types cellulaires : les entérocytes, les cellules à goblet, les cellules 
entéroendocrines et les cellules de Paneth (Potten et al., 1997; Alberts et al., 2002). Ces
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différents types cellulaires ont chacun leurs fonctions particulières dans l ’homéostasie de 
l’intestin (Potten et al., 1997; Alberts et al., 2002). L ’unité morphologique fonctionnelle de 
l’épithélium intestinal est l’axe crypte-villosité (Potten et al., 1997; Pageot et al., 2000; 
Alberts et al., 2002). Les types cellulaires mentionnées sont distribués de manière 
compartimentale, c’est-à-dire que les cellules souches, les entérocytes indifférenciés ou en 
voie de différenciation, et les cellules de Paneth ne se retrouvent qu’au niveau des cryptes 
(Potten et al., 1997; Alberts et al., 2002). À l’opposé, les entérocytes pleinement 
différenciés, les cellules à goblet et les cellules entéroendocrines se retrouvent au niveau 
des villosités (Potten et al., 1997; Alberts et al., 2002). Il est à noter que bien qu’elles soient 
présentes principalement dans les villosités, les cellules entéroendocrines et les cellules à 
goblet peuvent se retrouvées au niveau des cryptes, mais pas au fond de ces dernières, où se 
situe la niche des cellules souches (Alberts et al., 2002). L ’épithélium intestinal humain est 
en constant renouvellement, ce qui en fait un modèle de choix pour étudier une variété de 
processus cellulaires tels que la prolifération, la différenciation et l’apoptose (Potten et al., 
1997; Pageot et al., 2000; Gauthier et al., 2001; Alberts et al., 2002; Vachon, 2011). Les 
cellules souches à la base des cryptes prolifèrent et les entérocytes immatures migrent le 
long de cet axe (Potten et al., 1997; Alberts et al., 2002). Ils entament ensuite un processus 
de différenciation au tiers supérieur des cryptes pour être finalement pleinement 
différenciées et fonctionnelles à l ’atteinte de la base des villosités (Potten et al., 1997; 
Pageot et al., 2000; Alberts et al., 2002). À ce stade, les entérocytes ont acquis leur 
morphologie caractéristique et expriment tous les marqueurs de différenciation 
entérocytaire, incluant la sucrase isomaltase et la lactase phlorizin-hydrolase (Ménard, 
1994; Pageot et al., 2000). Ils continuent ensuite leur migration le long des villosités tout en 
exerçant leurs fonctions et ce, jusqu’à l’atteinte de l’apex, où ils mourront par anoïkose et 
seront relâchés dans la lumière intestinale en guise d’exfoliation (Pageot et al., 2000; 
Vachon et al., 2 0 0 0 ; Vachon, 2 0 1 1 ).
4.2. Régulation de la survie, distinctions selon l’état de différenciation 
entérocytaire
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Dans le paragraphe précédent, il est fait mention que les entérocytes entrent en 
anoïkose à l ’apex des villosités et sont relâchés dans la lumière intestinale (Pageot et al., 
2000; Vachon et al., 2000; Vachon, 2011). Ce phénomène constitue la destinée normale de 
tous les entérocytes dans le cadre du renouvellement constant de l’épithélium (Vachon,
2011). Néanmoins, l’apoptose est également présent autant au niveau des cryptes qu’au 
niveau des villosités (Vachon et al., 2000; Gauthier et al., 2001; Vachon et al., 2002; 
Vachon, 2011). Par contre, l’apoptose cryptale, donc retrouvée chez les entérocytes 
immatures et indifférenciés est un phénomène beaucoup plus rare et n ’est utilisé que pour 
se débarrasser des cellules qui seraient défectueuses ou endommagées, prévenant 
effectivement des dommages subséquents (Vachon et al., 2000; Gauthier et al., 2001; 
Vachon et al., 2002; Vachon, 2011). Cette apparente dualité dans les destinées des 
entérocytes révèle ainsi des mécanismes distincts de la régulation de survie et de la mort 
cellulaire qui dépendent donc de l’état de différenciation entérocytaire. Ces mécanismes de 
régulation ont déjà fait l ’objet de certaines études dans le laboratoire (Vachon et al., 2000; 
Gauthier et al., 2001; Vachon et al., 2002; Dufour et al., 2004; Hamois et al., 2004; 
Bouchard et al., 2007; Bouchard et al., 2008; Demers et al., 2009). Ainsi, il a déjà été établi 
que les deux voies principales promouvant la survie soit la voie MEK/Erk et la voie PI3- 
K/Akt-1 sont toutes deux requises pour la survie des entérocytes indifférenciés (Gauthier et 
al., 2001; Hamois et al., 2004) (Fig. 10). À l’opposé, la voie MEK/Erk n ’est pas 
indispensable à la survie des entérocytes différenciés alors que la voie PI3-K/Akt-l l’est 
toujours (Gauthier et al., 2001) (Fig. 10). De plus, ces deux voies modulent 
différentiellement l’activation et l ’expression des homologues Bcl-2 selon l’état de 
différenciation entérocytaire (Fig. 10). Il faut rappeler ici qu’il a déjà été montré 
précédemment que les entérocytes exhibent des profils distincts d ’expression/activation 
d ’homologues Bcl-2 selon leur état de différenciation (Vachon et al., 2000; Gauthier et al., 
2001; Hamois et al., 2004). Ces profils distincts sont d’autant plus pertinents dans le 
contexte de régulation par les deux voies principales de promotion de la survie. Dans le cas 
plus spécifique de la voie PI3-K/Akt-l, les entérocytes différenciés sont plus sensibles à 
son inhibition que les entérocytes indifférenciés, dénotant encore une fois des rôles distincts 
au niveau des mécanismes de survie selon l’état de différenciation (Gauthier et al., 2001;
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Vachon et al., 2002; Dufour et al., 2004; Hamois et al., 2004; Bouchard et al., 2007 
Bouchard et al., 2008).
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F igure 10. D istinctions dans la régulation d e  la survie e t de  l ’anoïkose m édiée p a r  la signalisation  in tégrines f l/F a k /S rc  
chez les en térocy tes hum ains selon leur é ta t de différenciation . (Adapté de Vachon, 2011) (A ) C hez les entérocytes 
indifférenciés, la signalisation intégrines (^/Fak recrute Src qui agit com m e pierre angulaire dans l ’engagem ent 
subséquent des voies PI3-K /A kt-l et MEK/Erk. Cependant, la voie MEK/Erk n’est pas requise pour la survie dans ce  cas- 
ci dû à son rôle marginal dans la régulation de l ’expression/activation des hom ologues Bcl-2 et à sa non-im plication dans 
la suppression de p38|), requis pour l ’induction de l ’ano’ikose des entérocytes indifférenciés. (B ) C hez les entérocytes 
différenciés, l ’engagem ent de la voie MEK/Erk dem eure Src-dépendante, contrairement à la vo ie  PI3-K /A kt-l (qui reste 
toujours Fak-dépendante). Les deux voies sont ici requises pour la survie en vertu de leurs rôles majeurs dans la régulation 
de l ’expression/activation des hom ologues B cl-2 et dans la suppression de p388, requise ici pour l ’induction de l ’anoïkose  
des entérocytes différenciés.
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En plus des deux voies de survies ci-haut mentionnée, les entérocytes exhibent un 
profil distinct d ’expression d’intégrines selon l’état de différenciation (Vachon, 2011). 
Ainsi, malgré le fait que les entérocytes non différenciés expriment l ’intégrine ctgPi, qui 
sensibilise à l’anoïkose (Benoît et al., 2010), les entérocytes différenciés demeurent les plus 
sensibles à l ’anoïkose. Ce dernier point n ’est pas surprenant considérant que la destinée 
normale des entérocytes différenciés est justem ent de mourir par anoïkose à l’apex des 
villosités. Cette sensibilité s’explique non seulement par le fait que les entérocytes 
différenciés sont des cellules hautement polarisées et organisées, mais également par la 
présence de jonctions E-cadhérine, en contraste direct avec leurs contreparties 
indifférenciées (Vachon, 2011). De plus, les mécanismes de suppression d ’anoïkose médiée 
en grande partie par la signalisation intégrine/Fak/Src sont également distincts selon l ’état 
de différenciation (Vachon, 2011) (Fig. 10). Ainsi, les intégrines Pi, Fak et Src modulent 
différentiellement l ’expression et l ’activation des homologues Bcl-2 selon l’état de 
différenciation (Vachon, 2011) (Fig. 10). L ’engagement de la voie PI3-K/Akt-l par la 
signalisation intégrines Pi est Fak- et Src-dépendante chez les entérocytes indifférenciés 
alors qu’elle est Src-indépendante chez les entérocytes différenciés (Vachon, 2011) (Fig. 
10). À l’opposé, la voie MEK/Erk est Src-dépendante quel que soit l’état de différenciation 
(Fig. 10). De plus, l’axe intégrines Pi/Fak/Src/PI3-K/Akt-l antagonise l’activation 
apoptotique de p38P chez les entérocytes indifférenciés, tandis que chez les différenciés, ce 
sont les axes intégrines Pi/Fak/PI3-K/Akt-l et intégrines pi/Fak/Src/MEK/Erk qui 
contribuent tous deux à antagoniser l ’activation de p38Ô (Vachon, 2011) (Fig. 10). Ainsi, la 
régulation de la survie et de la suppression d’anoïkose médiée par la signalisation intégrines 
Pi/Fak/Src se fait via des mécanismes distincts selon l’état de différenciation entérocytaire 
(Vachon, 2011). Bien que l ’implication de la voie PI3-K/Akt-l dans cette régulation soit 
déjà établie, aucune considération pour les différentes isoformes PI3-K, tant régulatrices 
que catalytiques, n ’a été faite. La question d ’une implication isoforme-distincte de la PI3-K 
dans la survie entérocytaire demeure donc nébuleuse.
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5. Modèles cellulaires
La reproduction in vitro des entérocytes de l’axe-crypte villosité a été accomplie en 
utilisant deux lignées cellulaires principales. D ’une part, les Caco-2/15 (Beaulieu et 
Quaroni, 1991; Vachon et Beaulieu, 1992), un clone issu de la lignée parentale Caco-2 
(Pinto et al., 1983) sont des cellules d ’origine cancéreuse qui sont uniques puisqu’elles 
entament un processus de différenciation spontané dès l’atteinte de la confluence. Ainsi, 
malgré leur origine cancéreuse, à 30 jours post-confluence, elles présentent les 
caractéristiques morphologiques et fonctionnelles des entérocytes normaux de l’intestin 
humain comme par exemple la bordure en brosse, la présence de jonctions serrées et 
l’expression d’enzymes comme la sucrase isomaltase, la lactase phlorizin-hydrolase et 
l’aminopeptidase N (Beaulieu et Quaroni, 1991; Vachon et Beaulieu, 1992).
Bien que les cellules Caco-2/15 constituent un modèle élégant pour les entérocytes 
différenciés, elles ne peuvent pas être considérées comme des cellules cryptales, même 
lorsqu’elles sont sous-confluentes. Ainsi, afin de modéliser les entérocytes immatures et 
indifférenciés des cryptes, les cellules HIEC - 6  ont été utilisée (Perreault et Beaulieu, 1996). 
Ces dernières ont été isolées d ’un iléon fœtal humain âgé entre 17 et 19 semaines en 
utilisant la thermolysine (Perreault et Beaulieu, 1996). Les HIEC - 6  sont donc des 
entérocytes normaux de l’intestin, non-transformés et non-immortalisés, qui présentent 
toutes les caractéristiques des cellules retrouvées au niveau des cryptes. Elles sont 
incapables de se différenciées, mais cessent de proliférer à l ’atteinte de la confluence et 
constituent donc un excellent modèle d’entérocytes immatures et indifférenciés pour 
compléter les Caco-2/15 (Perreault et Beaulieu, 1996).
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6. Hypothèse et objectifs de l’étude
La présente étude s’est intéressée aux rôles isoforme- et différenciation-spécifiques 
de la PI3-K dans la survie et la suppression de l’anoïkose médiées par la signalisation 
intégrines Pi/Fak/Src chez les entérocytes humains. L’idée que les isoformes PI3-K 
puissent performer des rôles distincts n ’est pas nouvelle, comme largement souligné dans 
les sections précédentes, plusieurs études ont d ’ores et déjà montré que selon le type 
cellulaire, les isoformes peuvent jouer des rôles très différents (Sections 3.4 et 3.5). De 
plus, des études précédentes dans le laboratoire ont montré que la voie PI3-K/Akt-l pouvait 
jouer des rôles distincts au sein du même type cellulaire, plus spécifiquement chez les 
entérocytes (Section 4.2). Ainsi, non seulement la voie PI3-K/Akt-l performe ici des rôles 
distincts au sein du même type cellulaire, mais également selon l’état de différenciation 
entérocytaire (Section 4.2). Il est cependant important de noter que ces études ne se sont 
pas attardées aux isoformes PI3-K, mais bien à la voie PI3-K/Akt-l en générale. Aucune 
étude ne s’est interrogée sur les rôles potentiels des isoformes PI3-K selon l’état de 
différenciation. Or, l ’hypothèse que des isoformes d ’une protéine puissent jouer des rôles 
distincts au sein d’un même type cellulaire et selon l ’état de différenciation a déjà fait 
l’objet d ’une étude dans le laboratoire. Cette étude s’est consacrée à l’implication et aux 
rôles potentiels des isoformes de la kinase de stress p38 dans l’anoïkose chez les 
entérocytes selon leur état de différenciation. Comme mentionné brièvement un peu plus 
haut, c ’est l’isoforme p38(3 qui est requise pour l’induction de l’anoïkose chez les 
entérocytes indifférenciés alors que chez les entérocytes différenciés, c ’est plutôt p388 
(Vachon et al., 2002).
En résumé, considérant que : 1) les isoformes PI3-K peuvent jouer des rôles 
distincts selon le type cellulaire; 2) la signalisation intégrines Pi/Fak/Src performe des rôles 
distincts dans la promotion de la survie et dans la suppression de l’anoïkose selon l’état de 
différenciation entérocytaire; 3) la voie PI3-K/Akt-l est engagée de façon distincte par 
cette signalisation intégrines Pi/Fak/Src et peut conséquemment jouer des rôles distincts,
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selon l’état de différenciation entérocytaire; et 4) des études précédentes ont déjà établies 
que des isoformes d ’une protéine peuvent jouer des rôles distincts au sein du même type 
cellulaire et selon l’état de différenciation entérocytaire, l’hypothèse de la présente étude 
s’énonce comme suit :
Les isoformes PI3-K performent des rôles distincts au niveau de la régulation de la 
survie et de la suppression d ’anoïkose médiées par la signalisation intégrines pj/Fak/Src 
et ce, selon l ’état de différenciation entérocytaire.
Objectifs principaux de l’étude :
1) Confirmer, valider et compléter la détermination des profils d’expression des 
isoformes et de complexes isoformes PI3-K chez les entérocytes indifférenciés et 
différenciés;
2) Analyser l’engagement de chacun des complexes isoformes PI3-K par la 
signalisation intégrines Pi/Fak/Src selon l’état de différenciation entérocytaire;
3) Analyser les contributions de chacune des isoformes au niveau de l’activation 
d ’Akt-1 et de la promotion de la survie selon l ’état de différenciation entérocytaire;
4) Analyser l’impact d ’une surexpression des isoformes R chez les entérocytes 
indifférenciés au niveau de l ’activation d ’Akt-1 et de la résistance à l’anoïkose.
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I I -  M a t é r ie l  e t  m é t h o d e s
1. Culture cellulaire
Les deux lignées cellulaires principales utilisées pour ces travaux ont été 
gracieusement fournies par le laboratoire du Dr. Jean-François Beaulieu (Université de 
Sherbrooke, Sherbrooke, QC). Dans un premier temps, la lignée Caco-2/15 (Beaulieu et al., 
1991; Beaulieu et Vachon, 1992), un clone issu de la lignée mère Caco-2 (Pinto et al., 
1983) (n° de catalogue HTB-37, American Type Culture Collection, Rockville, MD), a été 
cultivée dans un milieu DMEM (Life Technologies, Burlington, ON) supplémenté de 10% 
(v/v) de sérum de bovins fœtaux (FBS) (Wisent, Saint-Bruno, QC), 10 mM HEPES, 2 mM 
glutamine et d’un mélange d’antibiotiques composé de pénicilline et de streptomycine à 
une concentration finale de 100 U/ml et 100 pg/ml respectivement (tous trois de Life 
Technologies). Le milieu de culture a été changé aux 48h jusqu’à l’atteinte du degré de 
confluence voulu : 60-75% (Caco-2PC), 100% (CacoOPC) et finalement de 5 à 30 jours 
post-confluence (Caco5PC à Caco30PC). Dans un deuxième temps, la lignée cellulaire 
HIEC - 6  (Perreault et Beaulieu, 1996) a été cultivée dans un milieu OPTI-MEM (Life 
Technologies) supplémenté de 5% (v/v) FBS (Wisent), 10 mM HEPES, 2 mM glutamine, 
d ’un mélange d’antibiotiques composé de pénicilline et de streptomycine à une 
concentration finale de 100 U/ml et 100 pg/ml respectivement (tous trois de Life 
Technologies), 0.2 U/ml d ’insuline (Novo Nordisk Canada, Mississauga, ON) et de 5 ng/ml 
d’EGF (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ). Le milieu de culture a été changé aux 48h 
jusqu’à atteindre un degré de confluence de 90%. En plus de ces deux types cellulaires 
principaux, la lignée cellulaire 293T/17 (Pear et al., 1993) (n° de catalogue CRL-11268, 
American Type Culture Collection), une lignée de cellules épithéliales de rein d ’origine 
humaine, gracieusement mise à notre disposition par le Dr. Dominique Jean (Université de 
Sherbrooke, Sherbrooke, QC) a été utilisée pour la production de grandes quantités de 
lentivirus (voir Section 2.5). Cette lignée est un clone provenant de la lignée parentale
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293T, une version hautement transfectable des cellules HEK-293 (Graham et al., 1977) (n° 
de catalogue CRL-1573, American Type Culture Collection), qui a été modifiée pour 
contenir des séquences d’ADN virales SV40. La lignée cellulaire 293T/17 a été cultivée 
dans un milieu DMEM (Life Technologies) supplémenté de 10% (v/v) FBS (Wisent), 10 
mM HEPES et de 2 mM glutamine (tous deux de Life Technologies). Toutes les cellules 
ont été incubées à une température de 37°C, sous une atmosphère humide (entre 60 et 75% 
d ’humidité relative) composée de 95% d ’air et de 5% de CO2 .
2. Traitements des cellules
2.1. Incubation avec les différents inhibiteurs pharmacologiques
Afin de permettre l’étude de l ’implication isoforme-distincte de la PI3-K dans la 
survie et l ’anoïkose entérocytaire humaine, les cellules ont été mises en présence de 
différents inhibiteurs pharmacologiques ciblant certaines TKs de la signalisation intégrines 
Pi (Fak et Src). De même, des inhibiteurs ciblant les différentes isoformes catalytiques de la 
PI3-K ont été utilisés (voir Tableau 3). Tous les traitements avec les inhibiteurs 
pharmacologiques ont été effectués dans un milieu DMEM (Life Technologies) sans sérum 
mais toujours supplémenté de 10 mM HEPES, 2 mM glutamine et d ’un mélange 
d’antibiotiques composé de pénicilline et de streptomycine à une concentration finale de 
100 U/ml et 100 pg/ml respectivement (tous trois de Life Technologies) et ce, pour tous les 
types cellulaires. Ce milieu sera dorénavant désigné comme étant le « milieu de 
traitement ». Les cellules traitées aux degrés de confluence voulus ont d ’abord subit deux 
lavages consécutifs avec le milieu de traitement. Les inhibiteurs pharmacologiques ont été 
dilués aux concentrations voulues (voir Tableau 3) dans ce même milieu de traitement 
préchauffé à 37°C. Les concentrations d ’utilisation ont été prédéterminées suite à l’analyse 
de courbes concentrations-réponses effectuées précédemment dans le laboratoire (Vachon 
et al., 2000; Gauthier et al., 2001; Vachon et al., 2002; Dufour et al., 2004; Hamois et al.,
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2004; Bouchard et al., 2007; Bouchard et al., 2008; Demers et al., 2009; Noël, 2011). Suite 
aux lavages, le milieu de traitement contenant les inhibiteurs a été appliqué sur les cellules. 
Tous les traitements ont été d ’une durée de 24h. Les cellules ont finalement été récoltées 
selon le protocole approprié pour les analyses subséquentes.
2.2. Inhibiteurs pharmacologiques utilisés
D ’abord, le PF573228 (Tocris Bioscience, Ellisville, MO), un inhibiteur spécifique 
de la tyrosine kinase (TK) Fak (Slack-Davis et al., 2007) a été utilisé à une concentration 
finale de 1 pM  chez les cellules HIEC - 6  et 5 pM  chez les cellules Caco-2/15 (Tableau 3). 
Le PP2 (Calbiochem, San Diego, CA), un inhibiteur de l’activité des TKs de la famille Src 
(Thamilselvan et al., 2004), a été utilisé à une concentration finale de 20 pM  (Tableau 3) 
pour tous les types cellulaires. Le Ly294002 (Calbiochem), un inhibiteur général des sous- 
unités catalytiques de la PI3-K de classe I (Vlahos et al., 1994) a été utilisé à une 
concentration finale de 30 pM  (Tableau 3) pour tous les types cellulaires. De plus, des 
inhibiteurs spécifiques à chacune des isoformes catalytiques de la PI3-K ont également été 
utilisés. Ainsi, le PIK-75 (Calbiochem), le TGX-221 (Calbiochem), TAS605240 (Tocris 
Bioscience) et 1TC87114 (Calbiochem), inhibant respectivement p llO a, p l 10P, p llO y et 
pllOÔ (Kong et Yamori, 2009), ont tous été utilisés à une concentration finale de 10 pM 
(Tableau 3) pour tous les types cellulaires.
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Tableau 3. Inhibiteurs pharmacologiques utilisés.
Inhibiteurs Cibles Concentration
d’utilisation
Source
PF573228 Fak HIEC-6 : 1 pM, Caco-2/15 : 5 pM Tocris Bioscience
PP2 TKs Src 20 pM Calbiochem
PIK-75 pllOa 10 pM Calbiochem
TGX-221 p ll0 |3 10 pM Calbiochem
AS605240 pllOy 10 pM Tocris Bioscience
IC87114 pllOÔ 10 pM Calbiochem
2.3. Mise en suspension/induction de l’anoïkose
Afin d ’induire l’anoïkose, les cellules ont été maintenues en suspension selon une 
méthode mise au point précédemment dans le laboratoire et amplement décrite. La mise en 
suspension induit l ’anoïkose en inhibant la signalisation intégrines/Fak/Src (Frisch, 1999; 
Vachon et al., 2002; Hamois et al., 2004; Dufour et al., 2004; Bouchard et al., 2007; 
Bouchard et al., 2008; Demers et al., 2009). Suite à une trypsinisation/centrifugation, les 
cellules indifférenciées (HIEC - 6  et Caco-2PC) ont été lavées une fois avec le milieu de 
traitement, puis recentrifugées et réensemencées toujours dans ce même milieu de 
traitement. Cette fois cependant, le réensemencement s’est fait dans un Pétri de 100 mm 
préalablement recouvert de poly-2-hydroxyéthyle méthacrylate (PolyHEMA) (Sigma- 
Aldrich, Saint-Louis, MO), un polymère non-adhésif, lui aussi lavé avec le milieu de 
traitement. En ce qui concerne les cellules différenciées (Caco30PC), la monocouche de 
cellules a d ’abord été lavée à deux reprises avec le milieu de traitement, puis 
mécaniquement décollée du Pétri à l ’aide d ’une pipette Pasteur en utilisant un petit je t de ce 
milieu de traitement dirigé sous cette dernière. Dans tous les cas, les cellules ont été
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maintenues en suspension pendant une période de 24h avant d’être récoltées selon le 
protocole approprié pour les analyses subséquentes.
2.4. Atténuation de l’expression par approche siARN.
L’approche par siARNs a été utilisée dans le but d’atténuer l ’expression de chacune 
des isoformes PI3-K afin d ’analyser l’impact que cela provoque d’une part au niveau de la 
survie entérocytaire et d’autre part au niveau de l’activation d ’Akt-1, l ’effecteur principal 
de la voie PI3-K. Cette approche n ’a été utilisée qu’avec les cellules HIEC-6 , puisque les 
Caco30PC, étant pleinement différenciées, ne possède pas un taux d ’efficacité de 
transfection suffisant pour permettre les niveaux acceptables d ’atténuation de l’expression 
visés par cette méthode (80-85%). Tous les siARNs ont été préconçus et provenaient de la 
compagnie OriGene (Rockville, MD). Trois complexes de siARNs ainsi qu’un contrôle 
négatif pour chaque isoforme PI3-K, nommé siCNS, ont été fournis par la compagnie. Les 
siARNs ont été resuspendus dans un volume de 153 pi du tampon également fourni pour 
une concentration de 1.303xl0‘5 M. Les tubes ont ensuite été chauffés pendant 2 min à 
94°C (Standard Heatblock; VWR Scientific Products, Ville Mont-Royal, QC) tel que 
recommandé par la compagnie.
Lorsque les cellules HIEC - 6  ont atteint un degré de confluence compris entre 50 et 
60%, elles étaient prêtes pour le protocole de transfection. D ’abord, des tubes de 
transfection ont été préparés en utilisant 1 ml de milieu OPTI-MEM (Life Technologies) 
supplémenté de seulement 10 mM HEPES et 2 mM glutamine (tous deux de Life 
Technologies), ce milieu sera dorénavant désigné par le terme « OPTI-MEM vierge », 
auquel ont été ajoutés 10 pl de siARNs resuspendus en plus du double de ce volume (donc 
ici 20 pl) du réactif de transfection X-Treme Gene siRNA Transfection Reagent (Roche
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Applied Science, Penzburg, Allemagne). Après vortex, ce mélange a été incubé pendant 30 
min à température pièce. Pendant ce temps, les cellules HIEC - 6  ont été rincées à deux 
reprises avec l’OPTI-MEM vierge. 6  ml de ce milieu ont ensuite été ajoutés aux cellules 
avec la moitié du mélange du tube de transfection. Un tube de transfection a donc permis de 
traiter 2 Pétri. Ainsi, les siARNs se retrouvent à une concentration finale d ’utilisation de 10 
nM. Les cellules ont ensuite été incubées pour une période comprise entre 4 et 6 h, 
généralement 5h. Suite à cette période d ’incubation, le milieu de transfection a été retiré et 
remplacé par du milieu OPTI-MEM (Life Technologies) supplémenté de 5% (v/v) FBS 
(Wisent), 10 mM HEPES, 2 mM glutamine (tous deux de Life Technologies), 0.2 U/ml 
d ’insuline (Novo Nordisk Canada) et 5 ng/ml d’EGF (BD Biosciences). Les cellules ont 
ensuite été incubées à 37°C pendant 48h, puis récoltées selon un protocole adapté aux 
besoins d’analyses. Il est important de noter que lors des expériences où deux siARNs ont 
été utilisés en combinaison sur un Pétri de cellules, le double de réactif de transfection X- 
Treme Gene siRNA Transfection Reagent (Roche Applied Science), donc 40 pl, a été ajouté 
au tube de transfection. De plus, les contrôles négatifs correspondants étaient pour leurs 
parts à une concentration finale de 20 nM siCNS.
2.5. Production et récolte de lentivirus
Pour permettre la surexpression des isoformes régulatrices de la PI3-K dans les 
cellules HIEC - 6  et Caco-2/15, l’approche par infection lentivirales a été choisie. Pour 
permettre la production de grandes quantités de vecteurs lentiviraux, la lignée cellulaire 
hautement transfectable 293T/17 a été utilisée. Dans un premier temps, deux tubes de 
transfection pour chaque Pétri à transfecter ont été préparé. Le premier tube contenait 750 
pl de milieu OPTI-MEM vierge et 60 pl de Lipofectamine 2000 (Life Technologies). Le 
deuxième contenait 750 pl de milieu OPTI-MEM vierge, 7.5 pg de la construction 
lentiviral, qui renfermait soit la séquence d’ADN à surexprimer, soit un vecteur vide utilisé
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comme contrôle négatif, 7.5 g g de vecteur pLP-1, qui contient les gènes gag/pol du HIV-1 
permettant l ’amplification de l’ADN viral, 7.5 pg de vecteur pLP-2, contenant le gène de la 
reverse transcriptase et finalement 7.5 pg de vecteur pLP-VSVG, contenant le gène de la 
glycoprotéine formant la capside du lentivirus. Ces trois derniers vecteurs sont essentiels 
pour permettre la formation d’un lentivirus complet et fonctionnel. Le premier tube a été 
incubé 5 min à température pièce et c ’est pendant cette incubation que le deuxième tube a 
été préparé. Une fois l’incubation terminée, le contenu des deux tubes a été mélangés et 
s’en est suivie une incubation d ’une durée de 30 min à température pièce. Le milieu de 
culture des 293T/17 a ensuite été remplacé par du milieu frais (DMEM (Life Technologies) 
supplémenté de 10% FBS (Wisent), 10 mM HEPES, 2 mM glutamine (tous deux de Life 
Technologies)), puis le mélange de transfection (le contenu des deux tubes mélangés) a été 
appliqué délicatement sur les cellules au goutte-à-goutte. Les cellules ont été incubées ainsi 
pour une période de 3h à 37°C. Suite à cette incubation le milieu de transfection a été 
remplacé par 6.5 ml de milieu frais et les cellules ont été incubées pendant 48h à 37°C. 
Durant cette période, les 293T/17 ont produit une grande quantité de lentivirus qui a été 
relâchée dans le milieu de culture.
La récolte a donc été effectuée 48h post-transfection. Une seringue stérile de 10 ml, 
sans aiguille, a été utilisée pour aspirer le milieu de culture contenant les lentivirus. Un 
filtre de 0.45 (im (Pall Life Sciences Ltd., Port Washington, NY) ne contenant pas de 
nitrocellulose, cette dernière pouvant détruire la membrane du virus, a été placé au bout de 
la seringue et le milieu contenant les lentivirus a ainsi été filtré, puis récolté dans des tubes. 
Ce dernier a finalement été aliquoté en volumes de 2 ml et congelé à -80°C pour une 
utilisation future.
2.6. Infection lentivirale des HIEC-6 en milieu de sélection
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Afin d’assurer une surexpression optimale des sous-unités régulatrices de la PI3-K, 
l’infection lentivirale suivi d’un processus de sélection s ’est avérée particulièrement 
efficace chez les cellules HIEC-6 . Le gène de sélection contenu dans les vecteurs 
lentiviraux utilisés confère une résistance à la Blasticidine S, un antibiotique inhibant la 
synthèse protéique tant chez les procaryotes que chez les eucaryotes. C ’est donc ce dernier 
qui a été utilisé ici comme agent de sélection.
Le degré de confluence optimal des cellules HIEC - 6  pour permettre une efficacité 
d’infection maximale est de 45%. D ’abord, les lentivirus ont été décongelés rapidement en 
déposants les tubes dans un bain à 37°C. La membrane des lentivirus étant sensible au 
processus de décongélation, le fait de décongeler rapidement les lentivirus empêche les 
cristaux de glace de percer cette dernière. Dans un Pétri de HIEC - 6  de 100 mm, le milieu 
de culture a été retiré et 1.5 pl de Polybrène (Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA) 
a ensuite été ajouté directement aux 2 ml de lentivirus contenus dans un tube. Ce dernier 
agissait en recouvrant la membrane des lentivirus, empêchant ainsi l’effet de répulsion 
occasionné par le contact direct entre des virus à membrane (tel que les lentivirus) et les 
cellules. Ce mélange a ensuite été uniformément appliqué directement sur les cellules 
HIEC - 6  à infecter par la méthode du goutte-à-goutte. Les cellules ont ensuite été incubées 
pendant 2h à 37°C. Pendant ce 2h, le 2.0015 ml de lentivirus/Polybrène (Santa Cruz 
Biotechnologies) a été réparti de nouveau sur toute la surface du Pétri aux 30 min afin 
d ’éviter un assèchement des cellules. Suite aux 2h d’incubation, 6  ml de milieu de culture 
OPTI-MEM (Life Technologies) supplémenté de 5% (v/v) FBS (Wisent), 10 mM HEPES, 
2 mM glutamine, (tous deux de Life Technologies), 0.2 U/ml d’insuline (Novo Nordisk 
Canada) et de 5 ng/ml d ’EGF (BD Biosciences) a été ajouté aux cellules et ces dernières 
ont été incubées ainsi pour une durée de 48h à 37°C. Suite à cette incubation, le milieu 
d ’infection a été remplacé par du milieu OPTI-MEM frais (OPTI-MEM (Life 
Technologies) supplémenté de 5% (v/v) FBS (Wisent), 10 mM HEPES, 2 mM glutamine, 
(tous deux de Life Technologies), 0.2 U/ml d ’insuline (Novo Nordisk Canada) et de 5 
ng/ml d ’EGF (BD Biosciences). Les cellules ont ensuite été incubées pour une période 
supplémentaire de 24h à 37°C. Ainsi, 72h post-infection, le processus de sélection a été
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entamé. Le milieu de culture a été remplacé par du milieu de sélection composé d’OPTI- 
MEM (Life Technologies) supplémenté de 5%  (v/v) FBS (Wisent), 10 mM HEPES, 2 mM 
glutamine, (tous deux de Life Technologies), 0.2 U/ml d’insuline (Novo Nordisk Canada), 
de 5 ng/ml d ’EGF (BD Biosciences) et de 5 pg/ml de Blasticidine S (Life Technologies). 
Le processus de sélection s’est poursuivi durant 10 jours complets. Durant cette période, 
des changements de milieu de sélection ont été effectués aux 48h et les cellules ont été 
passées lorsqu’elles avaient atteint un degré de confluence de 95%. Suite aux 10 jours de 
sélection, les cellules ont été traitées suivant le protocole approprié (voir Sections 2.2 et 
2.3) et/ou récoltées pour analyses subséquentes. Il est à noter que le vecteur lentiviral utilisé 
comme base pour toutes les constructions lentivirales de cette étude, pLenti6V5A, de même 
que les trois vecteurs pLP-1, pLP-2 et pLP-VSVG ont été généreusement fournies par le 
Dr. Dominique Jean (Université de Sherbrooke, Sherbrooke, QC).
2.7. Mise en évidence de l’apoptose par essai fluorométrique d’activité Caspase-3
La mise en évidence de l’apoptose cellulaire peut se faire de nombreuses façons. 
Celle qui a été retenue pour cette étude est la mesure de l’activité de la cystéine protéase 
Caspase-3, fortement activée lors des processus d’apoptose et d’anoïkose. Cette méthode 
est basée sur la réaction d’hydrolyse de l’acétyle Asp-Glu-Val-Asp 7-amido-4- 
méthylcoumarine (Ac-DEVD-AMC) par la Caspase-3, résultant en la relâche du 7-amido- 
4-méthylcoumarine (AMC) fluorescent. L ’Ac-DEVD-AMC, utilisé ici comme substrat 
fluorogénique spécifique à la Caspase-3 a été obtenu de la compagnie Calbiochem.
2.8. Préparation des échantillons pour l’essai d’activité Caspase-3
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Suite au retrait du milieu de culture, les cellules ont été récoltées, puis rincées deux 
fois avec du PBS lx  froid. Elles ont ensuite été lysées sur glace pendant 30 min, avec 
vortex aux 5 min, et ce, dans un tampon de solubilisation RIPA (50 mM Tris-HCl pH 7.2 
(BioRad), 150 mM NaCl (Fisher Scientific), 1 mM DTT (Sigma-Aldrich) , 0.5 mM EDTA 
(Sigma-Aldrich), 1% (v/v) Nonidet P-40 (Roche Applied Science), 0.5% (v/v) 
désoxycholate de sodium (Sigma-Aldrich), 0.1% (v/v) SDS (J.T. Baker), 100 pM  Na3 V 0 4  
(Sigma-Aldrich), 1 mM PMSF (Sigma-Aldrich)/Isopropanol (Sigma-Aldrich), 0.5 pg/ml 
Leupeptine (Sigma-Aldrich), 0.5 pg/ml Aprotine (Sigma-Aldrich), 0.7 pg/ml Pestatine 
(Sigma-Aldrich), 40 mM [3-Glycérophosphate (Sigma-Aldrich)) (RIPA sans p-NPP) 
fraîchement préparé et préalablement refroidi sur glace. Il est important de noter que le p- 
NPP (Sigma-Aldrich) n ’a pas été ajouté au tampon RIPA ici, ce dernier possédant une 
coloration jaune ayant une absorbance à la longueur d ’onde d ’excitation utilisée, interférant 
ainsi avec l’essai. Les cellules indifférenciées (HIEC - 6  et Caco-2PC) ont été lysées dans un 
volume de 150 ou 250 pl par Pétri. Les Caco-2/15 différenciées (30PC) ont pour leur part 
été lysées dans un volume de 1 ml. Une centrifugation de 5 min (microcentrifugeuse 
Micromax; Thermo Scientific) à 4°C a permis de retirer les débris cellulaires insolubles. 
Les surnageants ont finalement été congelés à -80°C.
2.9. Mesure de l’activité Caspase-3
Suite à un dosage protéique normalisé par la méthode à l'acide bicinchoninique 
(dosage Pierce-BCA (Smith et al., 1985) (Fisher Scientific) en utilisant l'albumine du sérum 
bovin comme témoin (Sigma-Aldrich), 30 pg de protéines des surnageants obtenus lors de 
la préparation des échantillons pour l’essai d ’activité Caspase-3 ont été prélevés. Ces 
derniers ont été amenés à des volumes équivalents avec du tampon RIPA, toujours sans p- 
NPP (Sigma-Aldrich). Un tube témoin (blanc) ne contenant que du tampon RIPA sans p- 
NPP (Sigma-Aldrich) a également été préparé. Par la suite, 500 pl d ’un tampon de réaction 
composé de 100 mM HEPES (Sigma-Aldrich), 20% (v/v) glycérol (J.T. Baker), et 5 mM 
DTT (Sigma-Aldrich) de même que 2 pl d ’une solution mère à 5 mM d’Ac-DEVD-AMC
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(Calbiochem) ont été ajoutés à chaque échantillon (blanc inclus). Les échantillons ont 
ensuite été incubés pendant 2h à 37°C. Après l’incubation, un 500 pl additionnel de tampon 
de réaction a été ajouté et les échantillons ont été lu à l ’aide d ’un spectrofluoromètre 
(Hitachi S-2500 Spectrofiuorometer; Hitachi, Japon), gracieusement mis à notre disposition 
par le Dr. Martin Bisaillon (Université de Sherbrooke, Sherbrooke, QC), à une longueur 
d ’onde d’excitation de 380 nm. Pour chaque échantillon, l’apex exact de l’émission de 
l’AMC compris entre 430-460 nm a été déterminé en premier lieu par la longueur d ’onde 
d ’émission du blanc, dictant ainsi la longueur d ’onde exacte à laquelle les échantillons ont 
été lus.
2.10. Traitement des données
Les données recueillies ont été compilées à l ’aide du logiciel Microsoft Excel 
(Microsoft, Redmond, WA). Afin d ’obtenir la mesure de l’activité relative Caspase-3, la 
formule AF/Fo = (Fe -  Fo)/Fo a été utilisée. Dans cette formule, Fo représente les niveaux de 
fluorescence émis par le blanc, Fe représente les niveaux de fluorescence émis par 
l ’échantillon analysé et AF/Fo représente l ’activité relative Caspase-3 de l ’échantillon. 
Finalement, les niveaux relatifs d’activité Caspase-3 des échantillons traités ont été 
comparés à ceux des échantillons non-traités/contrôles, puis multiplié par 1 0 0  et donc 
exprimés en « % de contrôle ».
3. Immunoprécipitation et immunobuvardage de type Western (Western Blot)
3.1. Préparation des échantillons pour Western Blot
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Une fois que le milieu de culture a été retiré, les cellules ont été rincées deux fois 
avec du PBS lx , puis lysées dans un tampon de lyse Laemmli (56.25 mM Tris-HCl pH 6 . 8  
(BioRad), 2.3% (p/v) SDS (J.T. Baker), 10% (v/v) glycérol (J.T. Baker), 0.005% bleu de 
bromophénol (J.T. Baker) et 5% (v/v) de (3-mercaptoéthanol (BioRad)). Les volumes de 
solubilisation dépendaient du type cellulaire et du stade de différenciation. Les HIEC - 6  ont 
été solubilisées dans un volume variant entre 150 et 200 pl de tampon de lyse par Pétri de 
100 mm et 2 Pétri combinés ont été nécessaires pour composer un échantillon. Pour leur 
part, les Caco-2/15 sous-confluentes (-2PC) ont également été combiné à raison de 2 Pétri 
de 100 mm pour chaque échantillons, mais le volume de lyse était de 350 pl par Pétri. 
Finalement, les Caco-2/15 confluentes (0-30PC) n ’ont nécessité qu’un seul Pétri par 
échantillon dans un volume de lyse de 750 pl. Les échantillons ont été récupérés dans un 
microtube sur glace, puis ultrasoniqués (Ultrasonic processor; Mandel Scientific, Saint- 
Laurent, QC) pendant 10 sec et chauffés à 100°C (Standard Heatblock; VWR Scientific 
Products) pendant 5 min. Enfin, une centrifugation de 5 min à 13 000 rpm 
(microcentrifugeuse Micromax; Thermo Scientific) à température pièce a été effectuée pour 
éliminer les débris cellulaires insolubles. Les surnageants ont été congelés et conservés à - 
80°C pour une utilisation future.
3.2. Préparation et moulage du gel de polyacrylamide
Le matériel nécessaire au moulage du gel de polyacrylamide, à la migration et à 
l’électrotransfert a été entièrement obtenu chez la compagnie BioRad. Ceci comprend 
vitres, fixations, contenants et couvercles, tous adaptés pour Western blot. Le gel de 
polyacrylamide se compose de deux parties, le gel de séparation (running gel) contenant un 
pourcentage d ’acrylamide de 7.5, 10 ou 12% (v/v), et le gel de concentration (stacking gel), 
coulé au-dessus du gel de séparation afin de permettre une entrée homogène des 
échantillons dans ce dernier, contenant 4% (v/v) d’acrylamide. Les solutions mères utilisées 
pour la préparation des gels étaient les suivantes : 1.5 M Tris-HCl pH 8 . 8  (BioRad) (gel de 
séparation) ou 0.5 M Tris-HCl pH 6 . 8  (BioRad) (gel de concentration), Acrylamide
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30%/Bis-Acrylamide 1% (solution commerciale provenant de BioRad), 10% (p/v) SDS 
(Sigma-Aldrich), 10% (p/v) APS (EMD Millipore, Billerica, MA) et TEMED (solution 
commerciale provenant de BioRad). Les volumes de chaque solution mère nécessaires pour 
la préparation sont indiqués dans le Tableau 4. Une fois le gel de séparation coulé, il a 
rapidement été recouvert d’eau bidistillée stérile afin d’éviter son assèchement. Suite à la 
polymérisation complète de l’acrylamide, l’eau a été retirée et le gel de concentration a été 
coulé par-dessus le gel de séparation. Une fois celui-ci complètement polymériser, le gel de 
polyacrylamide complet (gel de concentration + gel de séparation) a été monté et placé 
dans le tampon de migration (25 mM Tris (BioRad), 0.1% SDS (J.T. Baker) et 192 mM 
glycine (Roche Applied Sciences)).
T ableau  4 . Volumes de  solutions m ères utilisés.
Gel de séparation Gel de
concentration
7.5% 10% 12% 15% 4%
H20  bidistillée 3.7 ml 2 . 8  ml 2.3 ml 1 . 6  ml 1.5 ml
Tris-HCl 1.5 M 1.8 ml 1.7 ml 1.7 ml 1.7 ml 630 pl*
pH8.8
Acrylamide 1.7 ml 2 . 2  ml 2.7 ml 3.3 ml 335 pl
30% /Bis 1%
SDS 10% (p/v) 70 pl 66 pl 66 pl 66.5 pl 25 pl
APS 10% (p/v) 70 pl 6 6  pl 6 6  pl 66.5 pl 25 pl
TEMED .......m ..... 6.6 pl 6.6 pl 6.7 pl 5 pl
* Tris-HCl 0.5 M pH 6 . 8
3.3. Électrophorèse sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE)
Après décongélation, les échantillons ont été dosés par la méthode modifiée de 
Lowry (Peterson, 1977). Dépendamment de l’expérience, une quantité variant entre 30 et 
50 pg de protéines a été prélevés de chaque échantillon préparé pour W estern blot. Ces 
derniers ont été chauffés à 100°C (Standard Heatblock; VWR Scientific Products) pendant 
5 min et centrifugés également pendant 5 min à 13 000 rpm (microcentrifugeuse
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Micromax; Thermo Scientific) avant d ’être déposés sur un gel de polyacrylamide 
fraîchement préparé (voir Section 4.2). Un marqueur de poids moléculaire (Full range 
Rainbow; GE Healthcare, Little Chalfont, Angleterre) a aussi été déposé sur le gel. 
Conformément à la méthode du laboratoire (Gauthier et al., 2001; Vachon et al., 2002; 
Hamois et al., 2004; Dufour et al., 2004; Bouchard et al., 2007; Bouchard et al., 2008; 
Demers et al., 2009), l’électrophorèse a d ’abord débuté par une pré-migration de 15 min à 
70V et s’est poursuivie à 120V pour une période variable dépendante du pourcentage 
d’acrylamide du gel de séparation. La migration s’est effectuée dans un tampon composé de 
25 mM Tris (BioRad), 0.1% SDS (J.T. Baker) et 192 mM glycine (Roche Applied 
Sciences). Une fois la migration complétée, les protéines ont été transférées sur une 
membrane de nitrocellulose (BioRad) par un électrotransfert liquide à 100V pendant lh . La 
membrane a été préalablement incubée dans le même tampon qui a servi au transfert (25 
mM Tris (BioRad), 192 mM glycine (Roche Applied Science), 20% méthanol (VWR 
Canlab, Mississauga, ON)). L ’efficacité du transfert a été validée en colorant la membrane 
au rouge de Ponceau (Sigma-Aldrich) 0.2%/TCA 20% (J.T. Baker). La membrane a 
finalement été décolorée en utilisant d’abord de l’eau bidistillée, puis du PBS lx.
3.4. Immunodétection des protéines (Western Blot)
L ’immunodétection des protéines a été effectuée en suivant la méthode déjà décrite 
par Gauthier et al., (2001). Les membranes ont d ’abord été saturées (bloquées) pendant une 
nuit entière (O/N) sous agitation (Gyrotwister Shaker GX-1000; Labnet International, 
Woodbridge, NJ) dans du blotto 10% (p/v), ou dans du BSA (Sigma-Aldrich) 2 ou 5% 
(p/v), toutes dissoutes dans du PBS lx/Tween-20 (BioRad) 0.05%/azide de sodium (Sigma- 
Aldrich) 0.05% (blotto 10% +Az et BSA 2 ou 5% + Az). Le choix de la solution de blocage 
dépendait de l’anticorps primaire utilisé (voir Tableau 5). Les membranes ont ensuite été 
incubées sous agitation selon des conditions préétablies en présence d’un anticorps primaire 
qui a été dilué dans la solution de blocage correspondante à une concentration 
prédéterminée (voir Tableau 5 et Section 4.7). Une fois la période d ’incubation terminée,
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les membranes ont été lavées à quatre reprises dans du PBS lx/Tween-20 (BioRad) 0.05% 
(PBS-Tween). Les membranes ont été subséquemment incubées pendant lh  sous agitation 
dans une solution de blotto 10% (p/v)/PBS-Tween sans azide de sodium (Sigma-Aldrich) 
(blotto 10% sans azide). Une fois l ’incubation terminée, les membranes ont été mises en 
présence d ’un anticorps secondaire couplé à une péroxydase préalablement dilué dans le 
blotto 10% sans azide et ce, pendant lh  sous agitation à température pièce (Tableau 4). Par 
la suite, les membranes ont subi deux lavages dans une solution de PBS-Tween, puis deux 
autres dans une solution de PBS lx. Les bandes réactives ont été révélées par l’ajout d ’une 
solution ECL (GE Healthcare) pendant 1 min et visualisées par l’exposition de films 
« Hyper Film ECL » (GE Healthcare) d ’une durée variant de 2 secs à 30 min. Il est à noter 
que tous les lavages décrits dans cette section ont été faits sous agitation à température 
pièce et ont été d ’une durée de 1 0  min.
3.5. Préparation des échantillons pour immunoprécipitation (IP)
La préparation des échantillons pour immunoprécipitation est basée sur la même 
méthode que la celle pour la préparation d’échantillon pour un essai d ’activité Caspase-3 
(voir Section 3.1). Cependant, quelques modifications ont été apportées. D ’abord, le 
tampon de lyse RIPA a été modifié pour incorporer le p-NPP (RIPA complet) (50 mM Tris- 
HCl pH 7.2 (BioRad), 150 mM NaCl (Fisher Scientific), 1 mM DTT (Sigma-Aldrich), , 0.5 
mM EDTA (Sigma-Aldrich), 1% (v/v) Nonidet P-40 (Roche Applied Science), 0.5% (v/v) 
désoxycholate de sodium (Sigma-Aldrich), 0.1% (v/v) SDS (J.T. Baker), 100 pM  NaaVCL 
(Sigma-Aldrich), 1 mM PMSF (Sigma-Aldrich)/Isopropanol (Sigma-Aldrich), 0.5 pg/ml 
Leupeptine (Sigma-Aldrich), 0.5 pg/ml Aprotine (Sigma-Aldrich), 0.7 pg/ml Pestatine 
(Sigma-Aldrich), 40 mM (3-Glycérophosphate (Sigma-Aldrich) et 10 mM p-NPP (Sigma- 
Aldrich). Ensuite, les volumes de lyses ont cette fois toujours été de 250 pl par Pétri de 100 
mm pour les HIEC - 6  et les Caco-2/15 indifférenciées (-2PC) et 2 Pétri ont été combinés 
pour chaque échantillon. Tout le reste du protocole a été effectué tel que décrit dans la 
Section 3.1, et les échantillons ont été congelés et conservés à -80°C.
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3.6. Immunoprécipitation (IP) (et co-IP)
Le protocole d’immunoprécipitation a été effectué conformément à la méthode du 
laboratoire et tel que décrit par Gauthier et al. (2001). Dans un premier temps, 50 pl de 
billes d ’agaroses déjà couplées à de la protéine-A (Sigma-Aldrich) ou à de la protéine-G 
(Sigma-Aldrich) ont été lavées à trois reprises pour avec 500 pl de tampon RIPA sans 
inhibiteurs (50 mM Tris-HCl pH 7.2 (BioRad), 150 mM NaCl (Fisher Scientific), 1 mM 
DTT (Sigma-Aldrich), , 0.5 mM EDTA (Sigma-Aldrich), 1% (v/v) Nonidet P-40 (Roche 
Applied Science), 0.5% (v/v) désoxycholate de sodium (Sigma-Aldrich), 0.1% (v/v) SDS 
(J.T. Baker)) (RIPA non complet). Dans un deuxième temps, les billes ont été incubées 
sous agitation pendant 2 h à température pièce avec une quantité prédéterminée (voir 
Tableau 5) d ’un anticorps ciblant la protéine à immunoprécipiter et ce, dans 300 pl d ’un 
tampon RIPA complet frais. Cette incubation permettant de lier l’anticorps aux billes 
d ’agarose. Dans un troisième temps, les complexes billes-anticorps ont été lavées deux fois 
avec du tampon RIPA complet, puis mis en présence de 500 pl d’un échantillon d ’intérêt 
préparé adéquatement pour l’immunoprécipitation. Tous les échantillons ont été incubés 
ainsi pendant 4h à 4°C sous agitation. Suite à l’incubation, ces derniers ont été centrifugés à 
température pièce pendant 1 min à 13 000 rpm (microcentrifugeuse Micromax; Thermo 
Scientific) et le surnageant a été récupéré et conservé à -80°C pour une utilisation future. 
Le culot contenant les immunoprécipitats a été lavé trois fois avec 500 pl de tampon REPA 
complet puis, solubilisé dans 100 pl de tampon Laemmli lx . Les échantillons ont ensuite 
été chauffés 5 min à 100°C (Standard Heatblock; VWR Scientific Products), puis 
centrifugés à 13 000 rpm à température pièce (microcentrifugeuse Micromax; Thermo 
Scientific) également pour une période de 5 min. Finalement, ils ont été congelés et 
conservés à -80°C. Les immunoprécipitats recueillis ont été résolus par SDS-PAGE et 
analysés par Western Blot (voir sections 4.3 et 4.4) afin, dans un premier temps, d ’évaluer 
l’association (co-immunoprécipitation) des isoformes PI3-K avec les TKs Fak et Src, puis 
dans un deuxième temps, valider l ’activation de ces deux kinases par le rapport entre la 
quantité de leurs formes actives respectives (pY397p l2 5 Fak et pY478p60Src) détectée et la
quantité totale immunoprécipitée de ces deux kinases. Une mesure supplémentaire de 
l’activité de Src témoignant également de son interaction directe avec la TK Fak a aussi été 
effectué (pY576/577p l2 5 Fak/p l2 5 Fak), ces deux tyrosines de Fak étant justem ent phosphorylées 
par Src. En ce qui concerne les traitements, toutes les données concernant les niveaux 
d ’expression des protéines de même que les mesures d ’activation relatives des kinases ont 
été comparées avec celles obtenues des cellules contrôles pour chaque expérience, ceci 
dans le but d ’établir le ratio traitement/contrôle, qui a été multiplié par 1 0 0  afin d ’obtenir 
des valeurs exprimées en « % de contrôle ».
3.7. Anticorps utilisés
3.7.1 Anticorps primaires utilisés
Les anticorps primaires utilisés dans cette étude ont été fournis par Cell Signaling 
Technology (CST) (Danvers, MA), Abcam (Cambridge, CA), Santa Cruz Biotechnology 
et/ou EMD Millipore. Sauf indications contraires, tous les anticorps ont été dilués dans du 
blotto 10% + Az. Les caractéristiques et conditions d’utilisation de chaque anticorps 
primaire sont résumées dans le Tableau 5.
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Tableau 5. Anticorps primaires utilisés.
Protéine
reconnue
Source n° de 
catalogue
Type Origine Dilution
(WB)
Incubation
(WB)
IP
pVW,pi251’ak CST 3283 Polyclonal Lapin 1/200* 3h - T°P N/A
pY576/577pj25Fak CST 3281 Polyclonal Lapin 1/300* O/N - 4°C N/A
pl25Fak EMD Millipore 05-537 Monoclonal Souris 1/1500 2h - T°P 2 pg/IP
pY418P60Src Abcam ab4816 Polyclonal Lapin 1/500* 2h - T°P N/A
p60Src EMD Millipore 05-184 Monoclonal Souris 1/500 O/N - 4°C 4 pg/IP
pS4 7 3 p57A k t " 1 CST 9271 Polyclonal Lapin 1/250* 2h - T°P N/A
ps? ^ '1 EMD Millipore 07-416 Polyclonal Lapin 1/1000 O/N - 4°C 4 pg/IP
p55y Santa Cruz 
Biotechnology
SC-48644 Polyclonal Chèvre 1/30 4h - 4°C 10 pg/EP
p85a EMD Millipore 05-212 Monoclonal Souris 1/500 2h - T°P 4 pg/IP
p85p Abcam ab251 Monoclonal Souris 1 / 1 0 0 2h - T°P 25 pg/IP
p85p Santa Cruz 
Biotecnology
SC-131325 Monoclonal Chèvre N/A N/A N/A
p llO a EMD Millipore 04-399 Monoclonal Lapin 1 / 2 0 0 ** O/N - 4°C N/A
pllOa CST 4255 Polyclonal Lapin N/A N/A 4 pl/IP
pllO p EMD Millipore 04-400 Monoclonal Lapin 1 / 2 0 0 O/N - T°P 4 pl/IP
pllOy CST 4252 Polyclonal Lapin 1/250 O/N- 4°C N/A
plios EMD Millipore 04-401 Monoclonal Lapin 1/50 O/N - T°P N/A
Actine EMD Millipore mAB1501 Monoclonal Souris 1/20000 lh - T°P N/A
* Anticorps dilué dans une solution de BSA 2% + Az
** Anticorps dilué dans une solution de BSA 5% + Az
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3.7.2 Anticorps secondaires utilisés
Les anticorps secondaires utilisés dans cette étude ont été fournis par Sigma- 
Aldrich, Cell Signaling Technology (CST), Santa Cruz Biotechnology. Pour les Western 
Blots, les anticorps étaient couplés à la péroxydase et dirigés contre les IgG de lapin (Cell 
Signaling Technology), de souris (Sigma-Aldrich) ou de chèvre (Santa Cruz 
Biotechnology). Les conditions d ’utilisation ont toujours été les mêmes soit une incubation 
d ’une heure à température pièce sous agitation et les anticorps étaient toujours dilué 1/1500 
dans du blotto 10% sans azide (Tableau 6 ).
T ableau  6. A nticorps secondaires utilisés.
Cible Source n° de 
catalogue
Couplé à Origine Dilution
IgG de lapin
IgG de souris 
IgG de chèvre
CST
Sigma-Aldrich 
Santa Cruz 
Biotechnology
7074
A2554
sc-2020
Péroxydase
Péroxydase
Péroxydase
Lapin
Souris
Âne
1/1500
1/1500
1/1500
3.8. Déshybridation des membranes
Certaines expériences ont nécessité la déshybridation des membranes suite à une 
première utilisation. Cela a été effectué en incubant les membranes sous agitation à 
température pièce pendant 20 min dans une solution de 100 mM glycine (Roche Applied 
Science), 1% (v/v) Tween-20 (BioRad) à pH 2.9; les membranes ont ensuite subi deux 
lavages de 5 min au PBS lx  sous agitation à température pièce. Le Western Blot 
subséquent a alors commencé avec le blocage O/N, l’étape précédant l’incubation avec 
l ’anticorps primaire (voir Section 4.4).
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3.9. Analyses densitométriques
La numérisation des films a d ’abord été effectuée (Canon MP-160; Canon, Tokyo, 
Japon), puis les bandes immunoréactives ont été semi-quantifiées par densitométrie à l’aide 
du programme Scion Image (Scion Corporation, Frederick, MD) tel que décrit 
précédemment (Vachon et al., 2002; Hamois et al., 2004; Dufour et al., 2004; Bouchard et 
al., 2007; Bouchard et al., 2008; Demers et al., 2009). L ’aire sous la courbe de chaque 
bande a été évaluée. Tous les niveaux d’expressions des protéines ont été comparés aux 
niveaux d ’expression de l’actine, cette dernière étant donc la protéine de référence. Le 
rapport entre les protéines d ’intérêt et l ’actine a donc été établi, permettant d ’obtenir ainsi 
des valeurs relatives normalisées des niveaux d’expression. Les mesures des niveaux 
relatifs d ’activation des TKs Fak et Src ont pour leur part été effectuées en évaluant le 
rapport entre la quantité des formes actives (pY397p l2 5 Fak et pY478p60Src) des kinases et la 
quantité totale de ces mêmes TKs. Lors des analyses de co-immunoprécipitation des 
isoformes PI3-K, la quantité totale des TKs Fak et Src immunoprécipitées ont été utilisées 
comme référence. Lorsque des traitements ont été effectués, toutes les données concernant 
les niveaux d’expression des protéines de même que les mesures d ’activation relatives des 
TKs ont été comparées avec celles obtenues des cellules contrôles pour chaque expérience, 
ceci dans le but d ’établir le ratio traitement/contrôle, qui a été multiplié par 1 0 0  afin 
d ’obtenir des valeurs exprimées en « % de contrôle ».
4. Analyses statistiques
Sauf indications contraires, toutes les données présentées dans la présente étude 
constituent la moyenne ± SEM (« Standard Error on Mean ») de trois expériences distinctes 
et réalisées indépendamment (n > 3). Un test t de Student a été effectué avec le programme 
SigmaSTAT (Systat Software, San José, CA) afin de déterminer si les différences obtenues
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entre les traitements et les contrôles étaient statistiquement significatives, et ce pour un 
intervalle de confiance d ’au moins 95% (0.001< p < 0.05).
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III -  R é s u l t a t s
1. Les cellules épithéliales intestinales humaines exhibent des profils distincts 
d’expression de complexes isoformes PI3-K selon l’état de différenciation.
Dans un premier temps, les niveaux d’expression de chacune des isoformes PI3-K 
(p85a, p85P, p55y, p llO a, pllO P, pllO ô et pllO y) ont été analysés par Western blot en 
comparant ces derniers avec ceux de l’actine, et ce, chez les entérocytes indifférenciés 
(HIEC - 6  et Caco-2/15 -2PC) et différenciés (Caco-2/15 30PC). Ceci nous a permis d ’établir 
les niveaux d’expression relatifs de chaque isoforme selon l’état de différenciation.
Ainsi, nous observons à la Figure 11 que l’expression de p85a est faible chez les 
entérocytes indifférenciés, alors qu’elle est prononcée chez les entérocytes différenciés. 
L ’expression de p85p n ’exhibe pas de différences significatives entre les entérocytes 
indifférenciés et différenciés (Fig. 11 A, p85p, entérocytes indifférenciés vs différenciés, 
Fig. 11B, p85p, colonne vide vs pleine). En ce qui concerne p55y, nous observons que son 
expression est forte chez les entérocytes indifférenciés, mais très faible chez les entérocytes 
différenciés (Fig. 11A, p55y, entérocytes indifférenciés vs différenciés; Fig. 11B, p55y, 
colonne vide vs pleine). Du côté des isoformes catalytiques, nous n ’observons pas de 
différences significatives dans les niveaux relatifs d’expression de p llO a  entre les 
entérocytes indifférenciés et différenciés (Fig. 11 A, p llO a , entérocytes indifférenciés vs 
différenciés; Fig. 11B, p llO a , colonne vide vs pleine). Cependant, nous notons que les 
niveaux d’expression de pllO P chez les entérocytes indifférenciés sont significativement 
plus faibles que chez les entérocytes différenciés (Fig. 11 A, pllO P, entérocytes 
indifférenciés vs différenciés; Fig. 11B, pllO P, colonne vide vs pleine). Les deux dernières 
isoformes, soit pllO y et pllO ô, ne sont pas exprimées par les entérocytes quel que soit leur 
état de différenciation (Fig. 11 A, pllO y et pllO ô). Les anticorps dirigés contre ces deux 
isoformes ont été testés en utilisant un lysat de neutrophiles stimulés au granulocyte
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macrophage colony-stimulating fac tor  (GMCSF), gracieusement fourni par le Dr. Patrick 
McDonald (Université de Sherbrooke, Sherbrooke, QC), ces derniers exprimant toutes les 
isoformes PI3-K de classe I (Hawkins et al., 2010). Ainsi, chez les entérocytes 
indifférenciés, les isoformes PI3-K prédominantes sont p85p, p55y et p llO a, tandis que 
chez les entérocytes différenciés, ce sont p85a, p85p, p llO a  et pllO P qui sont 
prédominantes.
Nous avons ensuite vérifié quels étaient les complexes isoformes PI3-K 
prédominants en effectuant des analyses d ’association par immunoprécipitation des 
isoformes régulatrices et vérification de l’association des isoformes catalytiques par co- 
immunoprécipitation, et ce, chez les entérocytes indifférenciés et différenciés. D ’abord, 
chez les entérocytes indifférenciés (HIEC - 6  et Caco-2/15 -2PC), nous observons une 
association entre p85p et p l 10a (Fig. 12A, IP p85P -  WB p l  10a), indication de la présence 
d ’un complexe p85p /p ll0a . De la même façon, une association entre p55y et p llO a  est 
également observée (Fig. 12A, IP p55y -  WB p llO a), révélant la présence d ’un deuxième 
complexe, soit p55y/p ll0a. À l’opposé, une faible trace d ’association entre p85a et p llO a, 
de même qu’entre p85p et p l  10P, ont été relevées (Fig. 12A, IP p85a -  WB p l 10a; IP p85p 
-  WB pllO P). Aucune association n ’a été observée entre p85a et p llO p , ni entre p55y et 
pllO P (Fig. 12A, IP p85a -  WB pllO P; IP p55y -  WB pllO P). De plus, nous observons 
une détection plus faible de p85a que celles des deux autres isoformes régulatrices p55y et 
p85p, confirmant ainsi les observations précédentes qui montraient de faibles niveaux 
d’expression de p85a chez les entérocytes indifférenciés (Fig. 11, p85a, entérocytes 
indifférenciés). De ce fait, les complexes isoformes PI3-K prédominants chez ces derniers 
sont donc p55y /p ll0a  et p85p/pllO a. Chez les entérocytes différenciés, nous observons 
des associations entre p85a et p llO a , p85P et p llO a, p85a et pllO p et entre p85P et pllO P 
(Fig. 12B, IP p85a -  WB p llO a; IP p85p -  WB pllO a; IP p85a -  WB pllO p; IP p85p -  
WB pllO P), indiquant la présence d ’au moins quatre complexes isoformes PI3-K chez les 
entérocytes différenciés. Inversement, nous notons une faible trace d ’association entre les 
isoformes p55y et p llO a  alors qu’aucune association entre p55y et pllO P n ’est observée 
(Fig. 12B, IP p55y -  WB p llO a; IP p55y -  WB pllOP). Nous observons également des
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niveaux d ’IP de p55y plus faibles par rapport à ceux des deux autres isoformes régulatrices 
p85a et p85p, confirmant à nouveau les observations précédentes (Fig. 11, p55y vs p85a et 
p85(3, entérocytes différenciés). En conséquence, les complexes isoformes PI3-K 
prédominants chez les entérocytes différenciés sont donc p 8 5 a /p ll0 a , p85a/pl 10(3, 
p85[3/pl 10a et p85a /p ll0p . Il est à noter que pour chaque expérience d ’IP décrites ici, les 
IP réciproques (IP des isoformes catalytiques et vérification de l’association avec les 
isoformes régulatrices) ont également été effectuées et ces données confirment bien les 
résultats présentés tant chez les entérocytes indifférenciés que différenciés. Il faut 
également prendre note que les résultats illustrés aux figure 11 et 12A concernant les 
entérocytes indifférenciés sont des expériences effectuées chez les HIEC-6 . Les mêmes 
expériences ont aussi été effectuées chez les Caco-2/15 -2PC, résultant aux mêmes 
observations.
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F igu re 11. N iveaux relatifs d ’expression des isoform es P I3 -K  de c lasse  I chez le s  entérocytes hum ains selon l ’é ta t de  
différenciation. (A ) Analyses W estern blots représentatives (n >  3) de l ’expression des isoform es PI3-K  de classe I (p85a, 
p85p, p55y, p llO a , pl 10(3, p llO y  et p l i 08) chez les entérocytes indifférenciés (HIEC-6 et C aco-2/15 -2PC) (première 
colonne) et différenciés (Caco-2/15 30PC) (deuxièm e colonne). (B ) Après numérisation, les bandes ont été semi- 
quantifiées avec le logiciel Scion Image et le ratio isoform e PI3-K /Actine a été établi pour chacun d ’eux. Les différences 
significatives (0.001 <  p < 0.05; n > 3) entre les entérocytes indifférenciés et différenciés sont indiquées par un astérisque 
(*)•
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A) ____________IP;___________
p85a p85p p55y WB:
p110a
p110p
WB: p85a p85p p55y
B) IP:
p85a p85p p55y
r 3
s a
WB:
p110a
p110p
WB: p85a p85p p55y
F igu re  12. P rofils d istin cts de  com plexes isoform es P I3-K  selon  l ’é ta t de  différenciation chez les en térocytes humains. 
(A ) A nalyses représentatives (n > 3) en W estern blot de l ’immunoprécipitation (IP) des isoform es PI3-K  régulatrices chez 
les entérocytes indifférenciés (H IEC-6) et vérification de l ’association (co-IP) avec les isoform es catalytiques (p llO a  et 
p l 10(3). L ’im m unodétection des isoform es régulatrices a égalem ent été effectuée. (B ) représente la m ême chose que (A) 
m ais cette fo is chez les entérocytes différenciés (C aco-2/15 30PC).
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2. Les complexes isoformes PI3-K sont engagés distinctement par la signalisation 
intégrines pi/Fak/Src selon l’état de différenciation.
Il est maintenant bien connu que les interactions cellules-MEC, notamment via les 
récepteurs de la famille des intégrines, sont grandement impliquées dans le maintien de la 
survie, et plus particulièrement au niveau de la suppression de l’anoïkose (Stupack et 
Cheresh, 2002; Danen et Sonnenberg, 2003; M itra et Schlaepfer, 2006; Berrier et Yamada, 
2007; Gilcrease, 2007; Marastoni et al., 2008; Gilmore et al., 2009; Vachon, 2011). Ainsi, 
dans la présente étude, l’engagement de la PI3-K par la signalisation intégrines pi/Fak/Src a 
ainsi été analysé non seulement en tenant compte des différentes isoformes PI3-K, mais 
également de l’état de différenciation entérocytaire. Pour ce faire, des analyses par 
immunoprécipitation et vérification d ’association par Western blot ont été effectuées. Dans 
un premier temps, les entérocytes indifférenciés (HIEC - 6  et Caco-2/15 -2PC) et 
différenciés (Caco-2/15 30PC) ont été mis en suspension 24h ou bien incubés avec le 
PF573228 ou le PP2, inhibant respectivement les TKs Fak et Src, le tout en absence de 
sérum. Dans un deuxième temps, la TK Fak a été immunoprécipitée pour chaque condition 
et l’association, ou la perte d ’association des différentes isoformes PI3-K a été vérifiée par 
analyses en Western blot (co-IP). L ’efficacité des traitements a également été validée en 
évaluant les niveaux d’activation respectifs des TKs Fak et Src par rapport aux contrôles 
non-traités. De plus, les interactions Fak-Src ont également été vérifiées via l’analyse des 
niveaux de phosphorylation des résidus Y576/577 de Fak, justement phosphorylés par Src 
(Mitra et Schlaepfer, 2006; Harburger et Calderwood, 2009; Vachon, 2011).
D ’abord, en ce qui concerne les entérocytes indifférenciés, nous observons à la 
Figure 13 qu’en conditions normales, les trois isoformes PI3-K prédominantes (p llO a, 
p85p et p55y) sont bels et bien associées à Fak (Fig. 13, p llO a , p85p, p55y, non-traités). 
Lors de l’inhibition de Fak ainsi qu’en condition d’anoïkose, nous observons que 
l’association entre ces isoformes et Fak est perdue (Fig. 13, p llO a, p85p, p55y, PF573228 
et suspension). Nous validons également la chute de l’activation de Fak, de Src et de leurs
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interactions, comme en témoigne la baisse des niveaux détectés de pY397p l2 5 Fak, pY418p60Src 
et pY576/577p l2 5 Fak par rapport aux contrôles (Fig. 13, pY397p l2 5 Fak, pY418p60Src et 
PY576/577p|25Fak PF573228 et suspension). Cependant, lors de l’inhibition de Src, nous 
observons que l’association pllO a/Fak et p85p/Fak est perdue mais pas celle entre p55y et 
Fak (Fig. 13, p l 10a, p85p et p55y, PP2). De plus, nous validons la chute de l’activation de 
Src telle que représentée par la baisse des niveaux de pY576/577pl25Fak et de pY4I8p60Src par 
rapport aux contrôles (Fig. 13, pY576/577p l2 5 Fak, pY418p60Src, PP2). L ’activation de Fak 
demeure cependant inchangée lors de l ’inhibition de Src puisque les niveaux de 
pY397p l2 5 Fak détectés sont comparables aux conditions contrôles (Fig. 13, pY397p l2 5 Fak, 
PP2). Il est à noter que les résultats illustrés à la figure 13 sont des expériences effectuées 
chez les HIEC-6 . Les mêmes expériences ont aussi été effectuées chez les Caco-2/15 -2PC, 
résultant aux mêmes observations.
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IP: p125Fak WB:
—  p110a
—  p85p
—  p55y
—  pY397p 1 2 5Fak
—  pY576/577p^25F»K
—  PY418p60Src
—  P125Fak
PF573228 (1 pM) — + — —
PP2 (20 pM) — — + —
Suspension — — — +
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F ig u re  13. Engagem ent sé lec tif  des com plexes isoform es P I3-K  p a r  la signalisation in tégrines fl/F a k /S rc  ch ez les 
en térocytes indifférenciés humains. A nalyses représentatives (n > 3) en Western blot de F im m unoprécipitation (IP) de 
p l2 5 Fak chez les entérocytes indifférenciés (H IEC-6) et vérification de l ’association par co-IP  de p l 10a, p85p et p55y. 
L ’efficacité des traitements a égalem ent été validée en évaluant le niveau d ’activation de Fak (pY397p l2 5 Fak), le niveau 
d’activation de Src (pY418p60Src) et les interactions Fak-Src (pY576/577p l2 5 Fak) pour chaque condition.
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Du côté des entérocytes différenciés, nous observons que les quatre isoformes PI3- 
K prédominantes (p85a, p85(3, p llO a  et pllO P) sont bels et bien associées à Fak tel que le 
montre la Figure 14. Lors de l’inhibition de Fak, de même qu’en condition d ’anoïkose, 
toutes ces associations sont perdues (Fig 14A, p85a, p85p, p llO a  et pllO P, PF573228; Fig. 
14B, p85a, p85p, p llO a  et p llO p, suspension). Nous validons également la chute de 
l’activation de Fak, et de Src, comme en témoigne la baisse des niveaux de pY397p l2 5 Fak et 
de PY576/577p i2 5 Fak par rapport aux contrôles (Figure 14A, pY397p l2 5 Fak, PF573228; Fig. 
14B, pY397p l2 5 Fak, PY576/577p i2 5 Fak, suspension). Cependant, nous notons que lors de 
l’inhibition de Src, les associations p85p/Fak et p llO a/Fak sont maintenues tandis que les 
associations p85a/Fak et pllO p/Fak sont perdues (Fig. 14B, p85a, p85p, p llO a  et p llO p, 
PP2). Également, l ’analyse de l ’association entre p55y et les deux TKs Fak et Src n ’a pu 
être effectuée chez les entérocytes différenciés puisque l’isoforme p55y n ’a pas été détectée 
lors des IP de Fak et de Src. Le faible niveau d ’expression de p55y chez les entérocytes 
différenciés pourrait expliquer ce fait. Une autre explication possible serait que cette 
isoforme n ’est tout simplement pas associée à la signalisation Fak/Src chez les entérocytes 
différenciés. De plus, nous validons une fois de plus la chute de l’activation de Src telle que 
représentée par la baisse des niveaux de pY576/577p l2 5 Fak et de pY418p60Src (Fig. 14B, 
PY576/577p l 2 5 F a \  pY418p60Src, PP 2 ). Les niveaux d’activation de Fak demeurent invariables 
lors de l’inhibition de Src comme en témoigne les niveaux de pY397p l2 5 Fak détectés, 
comparables aux conditions contrôles (Fig. 14B, pY397p l2 5 Fak, PP2).
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IP: p125Fak WB:
— p110a
— p110p
— p85a
— p85p
—  pY397p<|25Fak
— p125Fak 
PF573228 (5 pM) - +
B)
IP: p125Fak WB:
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p110p
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pYsrs/sz/p^sFak
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F igu re  14. E ngagem ent sé lec tif  des com plexes isoform es P I3-K  p a r  la signalisation in tégrines ff /F a k /S rc  chez les 
en térocytes différenciés humains. (A ) Analyses représentatives (n >  3) en W estern blot de l ’im m unoprécipitation (IP) de 
p l2 5 Fak chez les entérocytes différenciés (C aco-2/15 30PC ) et vérification de l ’association par co-IP  de p llO a , p l 10(1, 
p85a et p85[). L ’efficacité du traitement a été validée en évaluant le niveau d’activation de Fak (pY397p l2 5 Fait) (B ) Même 
chose que (A ), mais cette fo is les cellules ont été traitées avec un inhibiteur de Src (PP2) ou bien m ises en suspension. Ces 
traitements ont été effectués en absence de sérum et pour une durée de 24h. L’activité de Src de m êm e que les interactions 
Fak-Src ont égalem ent été évaluées (pY576/577p l2 5 Fak).
74
Somme toute, chez les entérocytes indifférenciés, l ’association entre Fak et le 
complexe p85p/pl 10a est donc Fak- et Src-dépendante alors que celle entre Fak et le 
complexe p55y /p ll0a  est Fak-dépendante, mais Src-indépendante. À l’opposé, chez les 
entérocytes différenciés l’association entre Fak et le complexe p85a/pllOP est plutôt Fak- 
et Src-dépendante alors que celle entre Fak et le complexe p85(3/pllOa est toujours Fak- 
dépendante, mais Src-indépendante. De plus, les deux autres complexes, soit p 8 5 a /p ll0 a  et 
p85 p/p 110(3 ne semblent pas être associés à la signalisation intégrines Pi/Fak/Src.
3. Contributions isoformes-sélectives de la PI3-K au niveau de la survie 
entérocytaire selon l’état de différenciation.
Afin de déterminer les contributions isoformes spécifiques de la PI3-K au niveau de 
la survie des entérocytes, plusieurs approches ont été utilisées. Dans un premier temps, les 
entérocytes ont été incubés avec des inhibiteurs de l’activité de chacune des isoformes 
catalytiques soit le PIK-75, le TGX-221, FAS605240 et FIC87114, inhibant respectivement 
l ’activité catalytique de p llO a, pllO P, p llO y et pllO ô. Dans un deuxième temps, une 
atténuation de l ’expression de chacune des isoformes régulatrices et catalytiques en 
utilisant une approche par siARNs spécifiques a été effectuée, mais seulement chez les 
entérocytes indifférenciés (HIEC-6 ). Les cellules Caco-2/15 post-confluence n ’ayant pas un 
taux d’efficacité de transfection suffisant au succès de cette approche. L ’induction de 
l’apoptose pour toutes les conditions a été évaluée en mesurant l’activité relative de la 
Caspase-3 par rapport aux contrôles non-traités.
Dans un premier temps, en ce qui concerne les traitements avec les inhibiteurs, chez 
les entérocytes indifférenciés (HIEC - 6  et Caco-2/15 -2PC), nous observons d ’abord que 
l’inhibition simultanée de l’activité de toutes les isoformes catalytiques PI3-K induit
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significativement l ’apoptose par rapport aux contrôles (Fig. 15A, Ly294002). De plus, 
l ’inhibition spécifique de p llO a  induit aussi significativement l’apoptose, contrairement à 
l ’inhibition spécifique de l’activité des autres isoformes catalytiques soit p llO p, p l l0 8  et 
pllO y, qui eux n ’ont aucun effet apparent (Fig. 15A, PIK-75, TGX221, IC87114, 
AS605240). Chez les entérocytes différenciés, l ’inhibition générale de l’activité des 
isoformes PI3-K catalytiques induit aussi l’apoptose de façon significative tout comme 
l’inhibition spécifique de p llO a  (Fig. 15B, Ly294002, PIK-75). Cependant, nous notons 
également que l’inhibition de p l 10(3 induit aussi l ’apoptose, mais dans une mesure 
significativement moindre que l’inhibition de p llO a  (Fig. 15B, TGX221 vs PIK-75).
76
A)
400 -
350 -
300 -
150 -
Ly294002 
(30 \ i M )
PIK-75 
(10 mM)
TGX221 
(10 pM)
IC87114 
(10 pM)
AS605240 
(10 pM)
B) #
fO
a.to< 0)o <oo L—> c*3 oW o
O 4>hm TJ•0>4-> d>‘pü<
350
300
250
Ly294002 
(30 mM)
PIK-75 
( 1 0  pM)
TGX221 
( 1 0  mM)
F igu re 15. R ôles sélectifs des isoform es P I3-K  ca ta ly tiques dans le m aintien de la  survie selon l ’é ta t de  différenciation  
entérocytaire. (A ) A nalyses des niveaux d ’activation relatifs de la Caspase-3 chez les entérocytes indifférenciés (HIEC-6) 
traités avec des inhibiteurs spécifiques de l ’activité des isoform es PI3-K  catalytiques. Les données des traitements ont été 
com parées aux données des contrôles non-traités, m ultipliées par 100, et donc exprimées en « % de contrôle ». Les 
différences significatives (0.001 <  p <  0.05; n >  3) entre les traitements et les contrôles sont indiquées par un astérisque 
(*). (B) M êm e chose que (A ), mais chez les entérocytes différenciés (C aco-2/15 30PC). Les différences significatives 
(0.001 <  p <  0.05; n > 3) entre les traitements et les contrôles sont indiquées par un astérisque (*) et les différences 
significatives (0.001 < p <  0.05; n >  3) entre le PIK-75 et le TGX221 sont indiquées par un dièse (#).
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Dans un deuxième temps, l’approche par siARNs révèle également d ’autres 
informations concernant la contribution de chaque isoforme PI3-K à la survie des 
entérocytes indifférenciés. D ’abord, nous observons une baisse significative de plus de 85% 
des niveaux d’expression de chacune des isoformes PI3-K, et ce, lorsque les entérocytes 
indifférenciés ont été transfectés avec des siARNs ciblant spécifiquement ces derniers (Fig. 
16A). Nous remarquons également que la chute des niveaux d’expression d’une seule 
isoforme PI3-K n’affecte en aucun cas les niveaux d ’expression des autres isoformes (Fig. 
16A). De plus, toujours chez les entérocytes indifférenciés, le sip llO a induit 
significativement l’apoptose alors que ce n ’est pas le cas pour le sipllO p, le tout par 
rapport au contrôle (siCNS) (Fig. 16B, siCNS, sip llO a, sipllOP). Ainsi, nos données 
viennent corroborer celles déjà obtenues avec les inhibiteurs spécifiques de p llO a  et pllO P 
(Fig. 15A, PIK-75, TGX221). Également, nous observons que le sip85a n ’induit pas 
l’apoptose de façon significative lui non plus (Fig. 16B, sip85a). L’isoforme p85a n ’étant 
pas une isoforme prédominante chez les entérocytes indifférenciés, ce résultat n ’a rien de 
surprenant. La même observation peut être faite en ce qui concerne l’isoforme pllO p (Fig. 
16B, pllOP). À l’opposé, les siARNs ciblant p85p et p55y induisent significativement 
l’apoptose (Fig. 15B, sip85p, sip55y). À l’inverse, cette induction demeure 
significativement moindre que celle induite par le sip l 10a (Figure 16B, sip85p et sip55y vs 
sipllO a). Nous notons également que pour retrouver les mêmes niveaux d’induction 
d’apoptose, il s’est avéré nécessaire de combiner les deux siARNs (sip85P + sip55y) (Fig. 
16B, sip55y + sip85p vs sipllO a). Ces résultats indiquent également que le niveau 
d’induction de l’apoptose du sip55y est significativement supérieur à celui obtenu avec le 
sip85P (Fig. 16B, sip85P vs sip55y).
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F igu re  16. R ôles sélectifs d es isoform es P I3 -K  dan s le m aintien de la survie d e s  en térocytes indifférenciés. (A ) A nalyses  
représentatives (n > 3) en W estern blot validant l ’atténuation de l ’expression par siARN de chaque isoform e PI3-K  ciblée  
(p55y, p85p ou p l 10a) chez les entérocytes indifférenciés (HIEC-6). (B) À l’atteinte du niveau de confluence désiré, les 
cellu les ont été transfectées avec siCN S (contrôle), sip l 10a, s ip l 10(3, sip85a, sip85p, sip55y ou une com binaison sip85p +  
si si55y. L ’activité relative Caspase-3 a été évaluée en utilisant un substrat spécifique (A c-D E V D -A M C ), puis comparée 
aux niveaux de base obtenus des contrôles et donc exprim ée en « % de contrôle ». Les différences significatives (0.0001 <  
p < 0.001; n > 3) entre les traitements et les contrôles sont indiquées par un astérisque (*). L es différences significatives  
(0 .0005 <  p < 0.005; n > 3) avec le sip l 10a sont indiquées par un dièse (#). L es différences significatives (0 .0005  < P <  
0.005; n > 3) avec la com binaison sip55y + sip85P sont indiquées par un double astérisque (**). Les différences 
significatives (0.001 < p < 0  .01 ; n > 3 ) entre sip85p et sip55y sont indiquées par un double d ièse (##).
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En résumé, nos observations chez les entérocytes indifférenciées suggèrent que 1) le 
complexe p55y /p ll0a  contribue de façon plus importante à la survie des entérocytes 
indifférenciés que le complexe p85(3/pllOa; 2) les autres complexes isoformes non- 
prédominants chez ces cellules ne contribuent pas à la survie entérocytaire. Du côté des 
entérocytes différenciés, nos données suggèrent que les complexes p85/pllO a contribuent 
davantage à la survie que les complexes p85/pllO(3. Cependant, ces derniers apportent tout 
de même une légère contribution au niveau de la survie dans ce cas-ci.
4. Contributions isoformes-sélectives de la PI3-K au niveau de l’activation d’Akt-1 
selon l’état de différenciation.
Akt-1 étant l’effecteur principal de la voie PI3-K, son rôle au niveau de la survie 
entérocytaire a déjà été l’objet de plusieurs études dans le laboratoire (Gauthier et al., 2001; 
Vachon et al., 2002; Hamois et al., 2004; Dufour et al., 2004; Bouchard et al., 2007; 
Bouchard et al., 2008; Demers et al., 2009). L ’approche afin d’évaluer la contribution de 
chaque isoforme PI3-K a été exactement la même que dans la Section 3. Ainsi, les 
entérocytes indifférenciés et différenciés ont été incubés en présence d ’inhibiteurs 
spécifiques de l’activité de chaque isoforme catalytique. D e plus, chez les entérocytes 
indifférenciés, une atténuation de l’expression de chaque isoforme PI3-K (régulatrice et 
catalytique) a également été effectuée par approche siARN. L’activation d ’Akt-1 a été 
évaluée par Western blot pour la détection des niveaux de la forme active pS4 7 3 p57Akt l, qui 
ont été normalisés avec la quantité totale de p57Aktl détectée dans chaque échantillon traité 
ou non-traité. Après les analyses densitométriques correspondantes, les ratios PS4 7 3 p 5 7 Akt" 
1/p57A k t ' 1 ainsi obtenus pour chaque traitement ont été comparés aux ratios des échantillons 
contrôles, multipliés par 100 et donc, les niveaux relatifs d’activation d ’Akt-1 sont 
exprimés en « % de contrôle ».
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Dans un premier temps, nous observons que l’inhibition générale de l’activité des 
isoformes catalytiques entraîne une chute drastique et significative de l’activation d ’Akt-1, 
et ce, tant chez les entérocytes indifférenciés que différenciés (Fig. 17A et Fig. 17B, 
Ly294002; Fig. 17C et Fig. 17D, Ly294002). Il en est de même pour l’inhibition spécifique 
de l’activité de p llO a  (Fig. 17A et Fig. 17B, PIK-75; Fig. 17C et Fig. 17D, PIK-75). 
Cependant, nous observons que l’inhibition spécifique de l ’activité de p l 10(3 chez les 
entérocytes indifférenciés n ’affecte pas de façon significative les niveaux d ’activation 
d ’Akt-1 (Fig. 17A et Fig. 17B, TGX221). À l’opposé, l’inhibition spécifique de l’activité 
de pllO P chez les entérocytes différenciés entraîne une chute des niveaux d’activation 
d’Akt-1. Cette chute est cependant significativement plus faible comparativement à celle 
induite par l ’inhibition de l’activité de p llO a , mais toujours significative par rapport au 
contrôle (Fig. 17C et Fig. 17D, TGX221).
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F igure 17. R ôles sé lectifs d e s  isoform es P I3-K  ca ta ly tiqu es dans l ’activation  d ’Akt-1 selon l ’é ta t de  différenciation  
entérocytaire. (A ) A nalyses Western blot représentatives des niveaux d’activation d ’Akt-1 chez les entérocytes 
indifférenciés (HIEC-6) traités avec des inhibiteurs spécifiques de l’activité des isoform es PI3-K  catalytiques. (B) M ême 
chose que (A ) sauf qu’après numérisation des bandes et analyses densitométriques correspondantes, les niveaux relatifs 
d’activation d’Akt-1 ont été évalués, puis comparés aux contrôles non-traités. Les différences significatives (0.0001 <  p 
< 0.001 ; n > 3) des traitements par rapport au contrôle sont indiquées par un astérix (*). (C) et (D ) M êm e chose que (A) et 
(B), m ais chez les entérocytes différenciés (C aco-2/15 30PC). Les différences significatives (0 .0001 <  p <  0.001; n > 3) 
des traitements par rapport au contrôle sont indiquées par un astérix (*). Les différences sign ificatives (0.0001 <  P <  
0.001 ; n > 3) entre le PIK-75 et le TGX221 sont indiquées par un dièse (#).
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Dans un deuxième temps, l’approche par siARNs révèle une fois de plus plusieurs 
détails supplémentaires concernant la contribution de chaque isoformes PI3-K à l’activation 
d ’Akt-1 chez les entérocytes indifférenciés. D ’abord, de la même façon que pour la survie 
(voir Section 3), ces données viennent corroborer celles déjà obtenues avec l ’inhibiteur de 
l’activité de p llO a. En effet, le s ip llO a entraîne une baisse drastique et significative des 
niveaux d ’activation d’Akt-1 par rapport au contrôle (siCNS) (Fig. 18, sipllO a). À 
l’opposé, les siARNs ciblant p85p et p55y induisent des baisses significatives des niveaux 
d ’activation d ’Akt-1 (Fig. 18, sip85p, sip55y). Cependant, ces baisses demeurent 
significativement moins importantes que celles induites par le sip llO a (Fig. 18, sip85P et 
sip55y vs sipllO a). Suivant le même modèle que pour la survie, il est nécessaire de 
combiner les deux siARNs (sip85p + sip55y) pour retrouver les mêmes effets que ceux 
induits par le s ip llO a (Fig. 18, sip85P + sip55y vs sipllO a). Enfin, la baisse des niveaux 
d’activation d’Akt-1 induite par le sip55y est aussi significativement plus importante que 
celle induite par le sip85p (Fig. 18, sip85p vs sip55y).
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F igu re 18. R ôles sélectifs d es isoform es P I3-K  au niveau de l ’activation  d'A kt-1 chez les en térocytes indifférenciés. (A) 
A nalyses représentatives (n >  3) en W estern blot des niveaux d ’activation d ’Akt-1 chez les entérocytes indifférenciés 
(H IEC-6) transfectés avec siCN S (contrôle), s ip llO a , sip55y, sip85P ou sip55y +  sip85p. (B) M êm e chose que (A ) sauf 
qu’après les analyses densitométriques correspondantes, les niveaux relatifs d’activation d ’Akt-1 ont été établis, puis 
comparés aux niveaux obtenus en condition contrôles (siC N S). Les différences significatives (0.0001 <  p <  0.001; n > 3) 
des traitements par rapport au contrôle sont indiquées par un astérix (*). Les différences significatives (0 .0005  <  p <  
0.005; n >  3) avec le sip l 10a sont indiquées par un dièse (#). Les différences significatives (0 .0005  < p <  0.005; n > 3) 
avec la com binaison sip55y + sip85p sont indiquées par un double astérisque (**). L es différences significatives (0.001 <  
p < 0.01 ; n >  3) entre sip85P et sip55y sont indiquées par un double dièse (##).
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Bref, tout comme pour la survie, les contributions de chaque isoforme PI3-K dans 
l’activation de l’effecteur Akt-1 sont distinctes. Premièrement, le complexe p55y /p ll0a  
contribue de façon significativement plus importante à l ’activation d ’Akt-1 chez les 
entérocytes indifférenciés que le complexe p85 p/p 110a. Deuxièmement, chez les 
entérocytes différenciés, les complexes p 8 5 /p ll0 a  sont les contributeurs majoritaires de 
l’activation d’Akt-1, tandis que les complexes p85/pl 10P contribuent certes 
significativement, mais dans une moindre mesure.
5. La surexpression de certaines sous-unités régulatrices de la PI3-K promeut la 
survie et peut même conférer une certaine mesure additionnelle de résistance à 
l’anoïkose.
Les sections précédentes s’attardaient aux conséquences de l’inhibition ou bien de 
l’atténuation de l’expression des isoformes PI3-K au niveau de la survie entérocytaire de 
même qu’au niveau de l ’activation d ’Akt-1. La présente section se consacre à l’approche 
opposée, à savoir si la surexpression de certaines isoformes PI3-K peut augmenter les 
niveaux d’activation d’Akt-1 et/ou conférer une résistance à l ’anoïkose. Cette approche n ’a 
été effectuée que chez les entérocytes indifférenciés (HIEC-6 ) et ce ne sont que les 
isoformes régulatrices prédominantes qui ont été surexprimées (p85(3 et p55y).
La surexpression des isoformes a été effectuée par infections lentivirales chez les 
HIEC-6 . Un protocole de sélection a également été appliqué afin de maximiser cette 
surexpression. Les mêmes traitements utilisés lors des expériences précédentes ont été 
effectués, ici chez les HIEC - 6  préalablement infectées, à savoir l ’inhibition générale de 
l’activité de toutes les isoformes PI3-K catalytiques, l ’inhibition de Fak, de Src, ainsi que la 
mise en suspension afin d ’induire l’anoïkose. L ’induction de l’apoptose/anoïkose a
85
également été mesurée de la même façon que précédemment, donc en analysant les niveaux 
d’activation de la Caspase-3 par rapport aux traitements contrôles. Les niveaux d ’activation 
d ’Akt-1 ont quant à eux été évalués par W estern blot pour détecter les niveaux de la forme 
active pS4 7 3 p57Aktl, qui ont été normalisés avec la quantité totale de p57A k t ‘ 1 détectée dans 
chaque échantillon traité ou non-traité. Les données pour chaque isoformes surexprimées 
ont également été comparées avec des échantillons d’entérocytes contrôles infectés avec un 
vecteur lentiviral vide et soumis aux mêmes traitements.
Dans un premier temps, chez les HIEC - 6  infectées avec un vecteur vide 
(pLenti6V5A), nous observons que tous les traitements entraînent une chute drastique et 
significative des niveaux d ’activation d ’Akt-1 en plus d’induire fortement 
l’apoptose/anoikose par rapport au contrôle non-traité (Fig. 19, PF573228, PP2, Ly294002, 
suspension, pLenti6V5A). Dans un deuxième temps, nous notons que tous ces traitements 
effectués cette fois chez les HIEC - 6  surexprimant p55y entraînent des chutes moins 
importantes des niveaux d’activation d ’Akt-1 par rapport au contrôle (Fig. 19A, PF573228, 
PP2, Ly294002, suspension, pLenti6V5A-p55y vs pLenti6V5A). De la même façon, nous 
observons également que les niveaux d ’induction de l’apoptose sont moindres chez ces 
HIEC - 6  surexprimant p55y que chez les HIEC - 6  infectées avec un vecteur vide (Fig. 19B, 
PF573228, PP2, Ly294002, suspension, pLenti6V5A-p55y vs pLenti6V5A). Pour sa part, 
la surexpression de p85p entraîne des effets légèrement différents. En effet, lors de 
l’inhibition de Fak et de la mise en suspension, nous n ’observons aucune résistance 
apparente aux traitements, ces derniers induisent donc significativement l ’apoptose, et 
entraînent une chute des niveaux d’activation d ’Akt-1 de façon similaire aux contrôles 
traités correspondants, mais infectés avec un vecteur vide (Fig. 19, PF573228, suspension, 
pLenti6V5A-p85P vs pLenti6V5A). Il est également important de souligner le contraste 
avec la surexpression de p55y qui, comme mentionné plus haut, confère une certaine 
résistance à ces traitements (Fig. 19, PF573228, suspension, pLenti6V5A-p85P vs 
pLenti6V5A-p55y). À l’opposé, lors de l’inhibition de Src et de l’activité des isoformes 
PI3-K catalytiques, nous notons une légère résistance aux traitements. En effet, nous 
observons que l ’induction de l’apoptose et la chute des niveaux d’activation d’Akt-1 sont
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moins importantes, mais significatives par rapport aux contrôles traités correspondants, 
mais infectés avec un vecteur vide (Fig. 19, PP2, Ly294002, pLenti6V5A-p85P vs 
pLenti6V5A). Cependant, dans ces cas-ci, aucune différence entre la surexpression de 
p85P et celle de p55y n ’est observée (Fig. 19, PP2, Ly294002, pLenti6V5A-p85P vs 
pLentiô V5 A-p55 y).
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F igu re  19. Im plications isoform e-sélectives de  la  P I3 -K  dans la résistance à l ’anoïkose e t la prom otion  de la su rvie  chez 
les en térocytes indifférenciés. (A) A nalyses W estern blot des niveaux d’activation d ’Akt-1 chez les entérocytes 
indifférenciés (HIEC-6) infectées avec pL enti6V 5A  (vecteur vide, contrôle), pLenti6V5A -p85P ou pLenti6V5A -p55y, 
puis traitées avec l’inhibiteur spécifique de Fak (P F573228), l’inhibiteur de Src (PP2), l’inhibiteur général de l’activité des 
isoform es PI3-K  catalytiques (L y294002) ou bien m ises en suspension. (B ) L ’activité relative Caspase-3 a été évaluée en 
utilisant un substrat spécifique (A c-D E V D -A M C ), en comparant avec les contrôles. Les différences significatives (0.0001  
<  p < 0  .001 ; n > 3) des traitements par rapport au contrôle sont indiquées par un astérix (*). Les différences significatives 
(0 .005  <  p <  0.01 ; n > 3) entre pLenti6V5A -p85p et pLenti6V5A-p55y sont indiquées par un dièse (#).
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En résumé, ces données indiquent que la surexpression de p55y chez les entérocytes 
indifférenciés, en plus de promouvoir la survie, confère une certaine mesure de résistance à 
l’anoïkose. Quant à la surexpression de p85(3, elle promeut également la survie, mais ne 
semble conférer aucune mesure de résistance à l’anoïkose.
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I V -  D is c u s s io n
La présente étude s ’est intéressée à l’implication de la PI3-K dans la survie et la 
suppression de l’anoïkose médiées par la signalisation intégrines Pi/Fak/Src chez les 
entérocytes humains. Plus particulièrement, elle s’est intéressée à l’implication des 
complexes isoformes PI3-K de classe I formés par les différentes sous-unités soit p85a, 
p85p, p55y, p llO a , p llO p , pllO y et pllOÔ au niveau des mécanismes de survie et/ou de 
suppression d ’anoïkose entérocytaire, et ce, selon l’état de différenciation. Ainsi, nous 
avons analysé les contributions spécifiques de chacune des isoformes et/ou complexes 
isoformes PI3-K dans ce contexte toujours selon l’état de différenciation.
Dans un premier temps, nous avons analysé le profil d ’expression des isoformes 
chez les entérocytes indifférenciés et pleinement différenciés. La PI3-K étant une lipide- 
kinase hétérodimérique, non seulement le profil d ’expression des différentes isoformes 
régulatrices et catalytiques est distinct selon l’état de différenciation, mais le profil de 
complexes isoformes l’est également. Dans un deuxième temps, ces profils distincts de 
complexes isoformes sont engagés de façon tout aussi distincte par la signalisation 
intégrines Pi/Fak/Src selon l’état de différenciation entérocytaire. Certains complexes 
isoformes sont engagés de manière Fak- et Src-dépendante alors que d ’autres sont d ’abord 
et avant tout engagé de manière Fak-dépendante, mais Src-indépendante. De plus, un même 
complexe qui est Fak- et Src-dépendant chez les entérocytes indifférenciés peut devenir 
Src-indépendant chez les entérocytes différenciés. Dans un troisième temps, les 
contributions de chaque complexe isoforme PI3-K à la survie et/ou à la suppression 
d ’anoïkose entérocytaire sont également distinctes selon l’état de différenciation. En effet, 
nous rapportons que certains complexes contribuent significativement plus à la survie que 
d’autres alors que certaines isoformes ne semblent pas contribuer du tout, mais semblent 
plutôt être impliquées dans d ’autres processus. Nous avons également observé que 
certaines isoformes qui ne contribuaient pas chez les entérocytes indifférenciés 
contribuaient légèrement chez les entérocytes pleinement différenciés. Ensuite, non
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seulement les contributions de chaque isoformes ou complexes isoformes au niveau de la 
survie sont-elles distinctes selon l’état de différenciation, leurs contributions sont également 
distinctes au niveau de l’activation de la sérine/thréonine kinase A kt-l/PK B, principal 
effecteur de la voie PI3-K. Nos observations s ’accordent avec ce qui est connu dans la 
littérature; ainsi, nous avons observé une forte corrélation entre les contributions des 
différentes isoformes à la survie/suppression d’anoïkose et leurs contributions respectives 
au niveau de l’activation d’Akt-1. Également, dans un contexte de dérégulation, bien que 
ces résultats puissent être qualifiés de préliminaires, il n ’en demeure pas moins que 
certaines isoformes, lorsque surexprimés chez les entérocytes indifférenciés, peuvent 
promouvoir la survie et/ou conférer une certaine mesure de résistance à l’anoïkose. 
Finalement, nous avons aussi observé la localisation cellulaire de certaines isoformes PI3-K 
chez les entérocytes indifférenciés. Ces données suggèrent encore une fois d ’autres rôles 
spécifiques pour certaines isoformes dans d’autres processus cellulaires autre que la survie.
Bref, cette étude a donc permis de mettre en évidence les rôles distincts des 
isoformes PI3-K de classe I dans la survie de même que son implication au niveau de la 
signalisation intégrines Pi/Fak/Src de suppression d’anoïkose et ce, selon l’état de 
différenciation entérocytaire.
1. Distinctions entre les profils d’expression et de complexes isoformes PI3-K de 
classe I selon l’état de différenciation entérocytaire.
Il est d’ores et déjà bien établi que l’expression des isoformes PI3-K régulatrices et
catalytiques peut être distincte selon le type cellulaire (Osaki et al., 2004; Vanhaesebroeck
et al., 2005; Duronio, 2008; Franke, 2008; Zhao et Vogt, 2008; Engelman, 2009; Jia et al.,
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2009; Vanhaesebroeck et al., 2010; Blajecka et al., 2011). Egalement, les changements au 
niveau de l’expression des isoformes PI3-K de classe I au cours de processus de 
différenciation a déjà fait l’objet de plusieurs études. Ainsi, il a été montré que les niveaux 
de pllO P augmentent au cours de la différenciation des fibroblastes 3T3-L1 en adipocytes
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alors que les niveaux de p llO a  demeuraient stables (Asano et al., 2000). Plus récemment, 
un autre groupe s’est aussi intéressé aux isoformes PI3-K au cours de la différenciation des 
fibroblastes 3T3-L1 en adipocytes. À l’opposé de l’étude précédente, ce groupe a montré 
des niveaux de bases détectables de p 1 1 0 a  et p 1105 chez les pré-adipocytes fibroblastiques. 
Ils ont rapporté que les niveaux de p llO a  augmentaient considérablement au cours de la 
différenciation adipocytaire alors que les niveaux de pllOÔ tombaient complètement (Kim 
et al., 2009). Bien que moins étudiées que leurs homologues catalytiques, les isoformes 
régulatrices et leur régulation potentielle au cours du développement et de certains 
processus de différenciation a également fait l ’objet d ’une étude. Cette dernière a ainsi 
montré que les niveaux d’expression de p55y atteignaient leur maximum au cours du 
développement du cervelet chez le rat, pour ensuite chuter à l’âge adulte. De plus, ce 
groupe a également mis en évidence une régulation de l’expression de p55y au cours de la 
différenciation neuronale (Trejo et Pons, 2001).
Au cours de la présente étude, nous avons analysé si une différence des niveaux 
d ’expression des isoformes PI3-K de classe I était observée chez les entérocytes humains 
selon leur état de différenciation. Des études précédentes dans le laboratoire avaient établi 
les profils d ’ARNm de chaque isoforme selon l’état de différenciation entérocytaire 
(résultats non publiés). Ces profils montraient des niveaux constants d ’ARNm pour p85p et 
p llO a  (résultats non publiés). Ces résultats concordent avec les résultats obtenus dans la 
présente étude en analyse d’expression protéique. En effet, des niveaux d ’expression 
sensiblement identiques de p85P et de p llO a  sont retrouvés tant chez les entérocytes 
indifférenciés que chez les différenciés. En ce qui concerne les isoformes p85a et pllO P, 
les niveaux d ’ARNm précédemment observés montraient une augmentation importante de 
ces dernières au cours de la différenciation pour ces deux isoformes (résultats non publiés). 
Dans la présente étude, nous avons obtenus des observations similaires au niveau de 
l ’expression protéique, c ’est-à-dire que chez les entérocytes indifférenciés, les niveaux de 
p85a et de pllO P sont faibles comparativement à leurs niveaux chez les entérocytes 
différenciés. L ’inverse est observé dans le cas de p55y. En effet, les études précédentes 
montraient de forts niveaux d ’ARNm chez les entérocytes indifférenciés, niveaux qui
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chutaient chez les entérocytes différenciés (résultats non publiés). De la même façon, dans 
la présente étude, nous avons observés des niveaux d’expression protéique de p55y forts 
chez les entérocytes indifférenciés et faibles chez les différenciés. Cependant, l’analyse des 
profils d ’ARNm pour p l 10y et p l 10Ô ont montré des niveaux détectables d ’ARNm chez les 
entérocytes indifférenciés (résultats non publiés). Or, dans la présente étude, ni pllO y, ni 
pllO S n ’ont été détectées en analyse d ’expression protéique. Ainsi, les niveaux d’ARNm 
ne peuvent être corrélés aux niveaux d ’expression protéique dans toutes les situations.
Ceci étant dit, la régulation de l’expression des isoformes PI3-K a fait l ’objet de 
nombreuses études. Brièvement, les facteurs de transcription F 0X 03a, NF-kB et p53 ont 
été montré comme pouvant s’associer au promoteur du gène de p llO a , influençant 
positivement dans le cas des deux premiers, et négativement pour le troisième, l ’expression 
de p llO a  (Hui et al., 2008; Astanehe et al., 2008; Yang et al., 2008). Comme mentionné 
plus haut, l’expression de pllO P est régulée au cours de la différenciation adipocytaire 
(Asano et al., 2000), mais aussi au cours de la différenciation terminale des kératinocytes 
(Pankow et al., 2006). D ’autres études ont associés une augmentation des niveaux de p l 10a 
et pllO P dans certains types cellulaires avec des conditions pathologiques comme 
l’hypertension et plusieurs types de cancer (Carrie et al., 2002; Zhang et al., 2007; Liu et 
al., 2008). Certains récepteurs nucléaires membres des familles PPAR et RAR de même 
que des membres de la famille du récepteur à l ’estrogène (ER) ont également été associés à 
une augmentation de l’expression de p85a (Rieusset et al., 1999; Rieusset et al., 2001; 
Rieusset et al., 2001; Lee et al., 2005). Le micro-ARN non-codant miRNA-126 a aussi été 
désigné comme un régulateur négatif de l’expression de p85p mais pas de p85a, ce dernier 
agissant post-transcriptionnellement (Guo et al., 2008). De la même façon, les membres de 
la famille miR-29 ont aussi été associés à une diminution directe de l ’expression de p85a 
(Park et al., 2009). Bien qu’encore très peu étudié, le gène de p55y (PIK3R3) a été l’objet 
d ’une étude qui démontre que ce dernier est une cible transcriptionnelle directe des 
SREBPs (« sterol-regulatory-element-binding proteins »), des facteurs de transcription 
connus pour réguler l’expression de gènes impliqués dans le métabolisme des lipides 
(Kallin et al., 2007). Non seulement les résultats de la présente étude permettent de
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souligner une régulation transcriptionnelle de l’expression des isoformes PI3-K régulatrices 
et catalytiques, comme en témoigne les faibles niveaux d’ARNm de p85a et de p l  10(3 chez 
les entérocytes indifférenciés de même que de p55y chez les entérocytes différenciés et 
leurs faibles niveaux d’expression protéiques conséquemment observés; mais ils permettent 
également de mettre en évidence une forme de régulation post-transcriptionnelle. En effet, 
bien que de faibles niveaux d ’ARNm de pllO ô et pllO y aient été retrouvés chez les 
entérocytes indifférenciés, une absence d’expression de ces protéines a été constatée. Bien 
que de tels mécanismes soient encore très peu étudiés, des travaux récents ont montré 
qu’une telle régulation post-transcriptionnelle était possible dans certaines conditions pour 
p85a (Hofmann et al., 2011).
Bref, si nos résultats montrent clairement un profil distinct d ’expression des 
isoformes PI3-K de classe I selon l’état de différenciation entérocytaire, il n ’en reste pas 
moins que les mécanismes de régulation régissant ces changements chez les entérocytes 
sont encore très mal compris. Des études plus approfondies des promoteurs des gènes PI3- 
K, de même que des régulateurs post-transcriptionnels possiblement impliqués permettront 
sans doute d’éclaircir ces mécanismes déjà d ’une grande complexité.
En plus des profils distincts d ’expression des isoformes PI3-K selon l’état de 
différenciation, nous avons également observé un profil distinct de complexes isoformes. 
Ces observations s ’inscrivent dans la même lignée que précédemment, la régulation de 
l’expression des isoformes PI3-K dans tous les types cellulaires est soumise à des 
mécanismes extrêmement complexes. Cependant, d ’autres éléments viennent également 
s’ajouter à cette complexité. En effet, des évidences montrent que les deux sous-unités 
seraient constitutivement associées et donc des dimères obligatoires (Geering et al., 2007). 
Ce modèle s’appuie sur plusieurs bases. Entre autres, sur le fait que les interactions entre 
les deux sous-unités p85s et p llO s sont si fortes, qu’elles peuvent résister à de grandes 
concentration de sels, d ’urée ou de détergent (Kazlauskas et Cooper, 1990; Fry et al., 
1992). De plus, tant les monomères p85s (Brachmann et al., 2005; Zhao et al., 2006) que
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les monomères p llO s (Yu et al., 1998) seraient instables et donc leurs existences sous ces 
formes libres semblent improbables. Également, d ’autres évidences semblent indiquer une 
forte corrélation entre les niveaux d’ARNm et de protéine des sous-unités p85s et ceux des 
sous-unités p llO s, au moins dans certains types cellulaires (Geering et al., 2007). Mises 
ensembles, ces données suggèrent des niveaux protéiques relativement équivalents de p85s 
et de p llO s dans les cellules en condition basale. Malgré tout, des groupes ont également 
émis l’hypothèse qu’il y aurait un excès de p85s par rapport aux pllO s en condition de base 
(Luo et Cantley, 2005). D ’autres se sont même interrogés sur la possibilité de rôles pour les 
monomères p85s, qui pourraient dans certains cas, s’homodimériser et compétitionner pour 
les sites liaisons des complexes PI3-K classiques (Harpur et al., 1999; Luo et al., 2005; 
Geering et al., 2007). Ces dernières observations demeurent toutefois très controversées. De 
plus, un nombre croissant d’évidences suggèrent que la relation entre les deux sous-unités 
de la PI3-K irait beaucoup plus loin. En effet, certains ont même suggéré la 
phosphorylation de certains résidus sérines des sous-unités régulatrices par les sous-unités 
catalytiques (Dhand et al., 1994). L’élucidation des structures des différentes isoformes 
PI3-K a également grandement contribué à l’étude des interactions entre les sous-unités. 
Une excellente revue des connaissances sur ce sujet très complexe peut être consultée pour 
des détails supplémentaires (Backer, 2 0 1 0 ).
Néanmoins, bien que l’existence de complexes hétérodimériques PI3-K obligatoires 
soit largement supportée, aucune étude ne s’est véritablement penchée sur la régulation de 
complexes isoformes selon l’état de différenciation. Toutefois, nos données permettent de 
suggérer que les complexes isoformes qui prédominent chez les entérocytes indifférenciés 
sont composés des isoformes fortement exprimées chez ces derniers. Il en est de même du 
côté des entérocytes différenciés. Il est aussi important de noter qu’une isoforme régulatrice 
ne semble pas avoir de préférences quant à l’isoforme catalytique avec laquelle elle forme 
un complexe. Ainsi, la présence de toutes les combinaisons possibles de complexes 
isoformes tant chez les entérocytes indifférenciés que chez les différenciés sont 
effectivement retrouvées.
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Somme toute, en plus d ’un profil distinct d ’expression des isoformes PI3-K de 
classe I selon l’état de différenciation entérocytaire, nous observons un profil distinct de 
complexes isoformes. Ces derniers étant formés des isoformes régulatrices et catalytiques 
qui sont exprimées de façon prédominante chez les entérocytes indifférenciés et 
différenciés. Dans le contexte de cette étude, la prochaine étape était d ’associer ces profils 
de complexes isoformes distincts à la signalisation intégrines Pi/Fak/Src.
2. Distinctions au niveau de l’engagement des complexes isoformes PI3-K par la 
signalisation intégrines pi/Fak/Src selon l’état de différenciation entérocytaire
La signalisation intégrines Pi/Fak/Src a toujours été largement associée à la survie et 
à l’anoïkose. Cette dernière agissant comme senseur détectant la perte d ’interactions avec la 
matrice extracellulaire, perturbations qui constituent la toute première étape de l’anoïkose 
cellulaire. Des études précédentes dans le laboratoire ont permis d ’établir et de caractériser 
la régulation des mécanismes de survie et/ou de résistance à l ’anoïkose en lien avec cette 
signalisation (Gauthier et al., 2001; Hamois et al., 2004; Dufour et al., 2004; Bouchard et 
al., 2007; Bouchard et al., 2008; Demers et al., 2009). L’engagement de la voie PI3-K/Akt 
par cette signalisation, et son importance dans ce contexte tant chez les entérocytes 
indifférenciés que différenciés a clairement été démontrée, contrairement à la voie 
MEK/ERK qui n ’est pas requise pour la survie des entérocytes indifférenciés, mais requise 
pour celle des entérocytes différenciés (Bouchard et al., 2007; Bouchard et al., 2008). Les 
interactions entre les différents composants de la signalisation intégrines Pi/Fak/Src et la 
PI3-K sont également bien connus. De nombreuses évidences montrent que ce sont les 
domaines SH2 des sous-unités p85s qui interagissent directement avec des tyrosines 
phosphorylées de récepteurs membranaires, menant à un changement de conformation 
permettant la levée de l’inhibition des sous-unités catalytiques par les sous-unités 
régulatrices. De plus, ces interactions permettent un rapprochement conséquent avec le 
substrat principal, le PIP2 , qu’elles phosphorylent en PIP3 (Osaki et al., 2004; Duronio, 
2008; Franke, 2008; Zhao et Vogt, 2008; Engelman, 2009). Il est généralement accepté que
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la sous-unité régulatrice est responsable des rôles distincts et de la spécificité d ’engagement 
des complexes PI3-K de classe I (Zhao et Vogt, 2008; Engelman, 2009; Vanhaesebroeck et 
al., 2005; Samuels et Ericson, 2006; Jia et al., 2009; Vanhaesebroeck et al., 2010; Blajecka 
et al., 2011). Comme exemple illustrant ces propos, plusieurs études ont montré que p85a, 
p85|3 et p55y possèdent des capacités de liaisons différentes aux RTKs activés par certains 
facteurs de croissance, entre autres l’insuline, l ’EGF et le PDGF (Inukai et al., 2001; Zhao 
et Vogt, 2008; Engelman, 2009; Vanhaesebroeck et al., 2005; Samuels et Ericson, 2006; Jia 
et al., 2009; Vanhaesebroeck et al., 2010; Blajecka et al., 2011).
La présente étude a ainsi permis d ’établir que l ’engagement des complexes 
isoformes par la signalisation intégrines Pi/Fak/Src était bien distinct selon l’état de 
différenciation entérocytaire. En effet, chez les entérocytes indifférenciés, le complexe 
p85(3/pl 10a est engagé de façon Fak- et Src- dépendante alors que le complexe p55y/pl 10a 
est engagé de façon Fak-dépendante, mais Src-indépendante. Ces distinctions dans la 
spécificité de liaison peuvent s’expliquer d ’une part par les différences structurales et 
fonctionnelles entre les différentes sous-unités régulatrices. En effet, bien que p85p et p55y 
possèdent deux domaines SH2 chacune (un C-terminal, iSH2, responsable de l’inhibition 
de la sous-unité catalytique, et un N-terminal, nSH2, responsable du recrutement aux 
tyrosines phosphorylées), p85p possède également en N-terminal une région riche en 
proline supplémentaire, un domaine BCR de même qu’un domaine SH3, ce que p55y ne 
possède pas (Zhao et Vogt, 2008; Engelman, 2009; Vanhaesebroeck et al., 2005; 
Vanhaesebroeck et al., 2010). Ces domaines supplémentaires offrent ainsi une piste valable 
pour expliquer les observations de la présente étude concernant l’engagement distinct des 
isoformes PI3-K par la signalisation intégrines |3i/Fak/Src. En plus de ces différences entre 
les isoformes PI3-K, il est important de souligner également les différences fondamentales 
au niveau non seulement structural, mais aussi fonctionnel entre les TKs Fak et Src. En 
effet, dépendamment du contexte cellulaire, ces dernières sont capables de recruter 
directement la PI3-K (Grossmann, 2002; Stupack et Cheresh, 2002; Martin et Vuori, 2004; 
Mitra et Schlaepfer, 2006; Vachon, 2006; Chen, 2009; Golubovskaya et al., 2009; 
Harburger et Calderwood, 2009; Frame et al., 2010; Cabodi et al., 2010; Vachon, 2011).
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Alternativement, Fak ou Src peuvent également recruter la PI3-K indirectement via des 
partenaires d ’association échafaudeurs comme Shc ou IRS-1 (Grossmann, 2002; Stupack et 
Cheresh, 2002; Martin et Vuori, 2004; Mitra et Schlaepfer, 2006; Vachon, 2006; Chen, 
2009; Golubovskaya et al., 2009; Harburger et Calderwood, 2009; Frame et al., 2010; 
Cabodi et al., 2010; Vachon, 2011). Ce dernier fait pourrait également expliquer pourquoi 
nous observons que le complexe p85(3/pl 10a est Fak- et Src-dépendant chez les entérocytes 
indifférenciés, mais devient Src-indépendant chez les entérocytes différenciés. Des études 
plus approfondies des différents partenaires d ’association retrouvés dans les cassettes de 
signalisation de Fak et de Src selon l’état de différenciation aideraient grandement à 
comprendre de tels changements.
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indifférenciés : 1) Les isoform es PI3-K de classe I sont exprim ées distinctem ent, avec com m e com plexes isoform es 
prédominants p 5 5 y /p ll0 a  et p 85p /p llO a. 2) L ’engagem ent de ces com plexes isoform es PI3-K  par la signalisation  
intégrines Pi/Fak/Src est égalem ent distinct, p 5 5y /p llO a  étant Src-indépendant, mais Fak-dépendant alors que 
p85fi/pl 10a est Fak- et Src-dépendant. 3) Les contributions des différents com plexes isoform es PI3-K au niveau de 
l ’activation d’Akt-1 sont égalem ent distinctes, le com plexe p 5 5 y /p ll0 a  y contribuant de façon plus importante que le 
com plexe p 8 5 p /p ll0 a . 4 ) L ’axe Fak/p55y/pl 10a/A kt-l promeut à la fois la suppression de l ’anoïkose et donc, 
indirectement, la survie, alors que l ’axe Fak/Src/p85p/pl lOa/Akt-1 ne fait que la promotion de la survie sans promouvoir 
la suppression d ’anoïkose. (B ) M odèle des entérocytes différenciés : 1) Les isoform es PI3-K de classe I sont exprim ées 
distinctem ent, avec com m e com plexes isoform es prédominants p85a/p l 10a, p 8 5 p /p ll0 a , p 8 5 a /p ll0 p  et p 8 5 p /p ll0 p . 2) 
L ’engagem ent de ces com plexes isoform es PI3-K  par la signalisation intégrines p ^ a k /S r c  est égalem ent distinct, 
p85p /p l 10a étant Src-indépendant, m ais Fak-dépendant alors que p 85a /p l 10p est Fak- et Src-dépendant, les deux autres 
com plexes p 8 5 a /p ll0 a  et p85p/pllO P ne sont pas engagés par cette signalisation. 3) Les contributions des différents 
com plexes isoform es PI3-K  au niveau de l ’activation d ’Akt-1 sont égalem ent distinctes, les com plexes p 8 5 /p ll0 a  y 
contribuant de façon plus importante que les com plexes p 85/p l 10p.
99
En plus de ces observations, nous avons également relevé que les complexes 
p 8 5 a /p ll0 a  et p85(3/p 110p ne semblent pas engagés du tout par la signalisation intégrines 
Pi/Fak/Src chez les entérocytes différenciés. Il faut rappeler que la PI3-K, bien qu’elle soit 
grandement impliquée au niveau de la survie, possède également de nombreux rôles dans 
d ’autres processus cellulaires. De ce fait, des études ont montré une implication de la PI3-K 
dans les complexes E-Cadhérine de la zonula adherens de même que dans la signalisation 
P-caténine (Espada et al., 2000; Espada et al., 2005; Laprise et al., 2002; Laprise et al., 
2004) et, plus particulièrement, des isoformes p85a (Espada et al., 2005) et p llO a  (Pece et 
al., 1999; Espada et al., 2000) chez certains types cellulaires. L ’isoforme p85a a également 
été associée à une stimulation de l’activité GTPase des protéines Rab, connues pour leur 
implication dans la régulation de l’endocytose et le recyclage de certains RTKs activés 
(Chamberlain et al., 2004). Il n ’est donc pas exclu que de tels engagements chez les 
entérocytes différenciés soient également retrouvés pour le complexe p85ct/pl 10a.
En ce qui concerne le complexe p85p /p ll0p , certaines études ont mis en évidence 
l’engagement directe et l ’activation de p llO p par les sous-unités Py des RCPG (Kurosu et 
al., 1997; Murga et al., 2000; Kubo et al., 2005; Guillermet-Gibert et al., 2008). De plus, 
ces interactions entre les sous-unités Py des RCPGs seraient indépendantes de toutes sous- 
unités régulatrices PI3-K (Maier et al., 1999). D ’autres études ont également associé pllO P 
à divers processus cellulaires comme l ’endocytose médiée par les clatherines (Ciraolo et al., 
2008) et l ’autophagie (Dou et al., 2010; Dou et al., 2011), des implications qui seraient 
indépendantes de son activité lipide-kinase. Il est également proposé que la localisation 
cellulaire de ce complexe soit régulée. En effet, une étude récente a montré que pllO P 
possède un signal de localisation nucléaire (NLS) alors que p85P possède une séquence 
d ’export nucléaire (NES) (Kumar et al., 2011). De plus, des rôles au niveau, de la 
progression du cycle cellulaire (Marqués et al., 2007), de la réplication de l’ADN (Marqués 
et al., 2009), de même qu’au niveau des mécanismes de réparation de l’ADN (Kumar et al., 
2010) ont été suggérés pour un complexe p llO p nucléaire. Dans le contexte qui nous 
intéresse, ces différents exemples de rôles pour pllO P supportent l ’hypothèse que le 
complexe p85p/pllOP soit engagé et régulé par des mécanismes autres que la signalisation
100
intégrines Pi/Fak/Src et fournissent une explication logique aux observations de la présente 
étude chez les entérocytes différenciés. Il est aussi important de noter que c’est la première 
fois qu’un engagement isoforme-distinct de complexes PI3-K par Fak et Src est observé. 
De la même façon, l’évidence d ’un engagement d ’un complexe contenant l ’isoforme p55y 
par la signalisation intégrine [L/Fak/Src est également complètement nouvelle.
Somme toute, la présente étude suggère fortement que l’engagement des complexes 
isoformes PI3-K de classe I par la signalisation intégrines Pi/Fak/Src est distinct selon l ’état 
de différenciation entérocytaire. D ’autres études subséquentes seront cependant nécessaires 
pour clarifier les mécanismes complexes qui régissent cet engagement.
3. Contributions isoforme-sélectives de la PI3-K dans l’activation d’Akt-1 et dans la 
promotion de la survie selon l’état de différenciation entérocytaire
Malgré les récents développements, la régulation de l’expression des isoformes PI3- 
K, leur association en complexes et leurs engagements respectifs par différentes voies de 
signalisation demeurent mal comprises. Cependant, un nombre grandissant d ’évidences 
suggère que ces complexes isoformes PI3-K peuvent performer des rôles distincts dans la 
régulation de plusieurs processus cellulaires, non seulement en fonction du type cellulaire 
analysé et du contexte tissulaire, mais également au sein du même type cellulaire (Osaki et 
al., 2004; Vanhaesebroeck et al., 2005; Duronio, 2008; Franke, 2008; Zhao et Vogt, 2008; 
Engelman, 2009; Jia et al., 2009; Vanhaesebroeck et al., 2010; Blajecka et al., 2011). La 
relation entre l ’expression sélective des complexes isoformes PI3-K, leurs engagements et 
leurs rôles distincts conséquents dans la survie cellulaire, tel que le démontre les données 
de la présente étude, n’est pas sans rappeler certaines études effectuées précédemment dans 
le laboratoire. Ces études portaient sur les différentes familles isoformes de deux kinases, 
soit p38 et Akt, et leurs implications au niveau des mécanismes de régulation de la survie et 
de l’apoptose/anoïkose des entérocytes selon leur état de différenciation. En effet, les
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entérocytes indifférenciés expriment de façon prédominantes p38a, p38(3 et p38y alors que 
les entérocytes différenciés expriment plutôt p38a, p38y et p38ô (Vachon et al., 2002). 
Ainsi, chez les entérocytes indifférenciés, l’activation de p38p, requise pour l’induction de 
l’apoptose/anoikose, est antagonisée par la voie PI3-K/Akt alors que les deux autres 
isoformes (p38a et p38ô) ne jouent aucun rôle tant au niveau de l ’induction de
l’apoptose/anoikose, qu’au niveau de la promotion de la survie entérocytaire (Vachon et al., 
2002). À l’opposé, chez les entérocytes différenciés, c’est plutôt p388 qui, lorsque activé, 
performe les rôles clés au niveau de la survie et de l’induction de l’apoptose/anoïkose 
entérocytaire (Vachon et al., 2002). Les deux autres isoformes (p38a et p38y) ne sont tous
simplement pas impliqués dans ce contexte (Vachon et al., 2002). Concernant la
sérine/thréonine kinase Akt, elle suit sensiblement le même modèle. Ainsi, les entérocytes 
expriment les isoformes Akt-1 et Akt-2, mais pas Akt-3 et ce, indépendamment de leur état 
de différenciation (Dufour et al., 2004). L ’activation d ’Akt-1 chez les entérocytes
indifférenciés se trouve à être intégrines pl/Fak/PI3-K  dépendante et est requise pour la 
survie entérocytaire alors qu’au contraire, l ’activation d ’Akt- 2  est plutôt intégrines pi/Fak 
dépendante, mais PI3-K indépendante (Dufour et al., 2004; Hamois et al., 2004; Bouchard 
et al., 2008). Cette dernière n ’est également impliquée ni au niveau de la survie 
entérocytaire, ni au niveau de l’apoptose/anoikose (Dufour et al., 2004; Hamois et al., 
2004; Bouchard et al., 2008). Également, ces études ont montré que la voie PI3-K/Akt-l 
pouvait réguler différentiellement l’expression de différents homologues Bcl-2 selon l ’état 
de différentiation, confirmant son implication dans les mécanismes complexes de 
régulation de la survie entérocytaire (Hamois et al., 2004; Bouchard et al., 2008). Bref, ces 
derniers exemples illustrent bien que non seulement les profils d’expression de certaines 
isoformes de kinases peuvent être distincts selon l ’état de différenciation entérocytaire, 
mais également que cela peut se traduire par des rôles distincts particulièrement au niveau 
des mécanismes de régulation de la survie et/ou de l’apoptose/anoïkose. La voie PI3- 
K/Akt-1 en général pouvant elle aussi réguler ces mécanismes de survie, tout cela mis 
ensemble apporte ainsi un appui considérable aux données et conclusions de la présente 
étude.
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Bien que les rôles de la sérine/thréonine kinase Akt au niveau de la survie soient 
déjà largement documentés, il faut aussi rappeler que son activation a longtemps été 
controversée (Datta et al., 1997; Cardone et al., 1998; Zhou et a l, 2000; Datta et al., 2000; 
Manning, 2004; Du et Tsichlis, 2005; Bozulic et Hemmings, 2009; Hers et al., 2011). La 
phosphorylation d ’Akt sur deux résidus clés, soit la sérine 473 et la thréonine 308, a été 
associée à sa pleine activation, bien que la phosphorylation d ’un seul de ces deux résidus 
soit suffisante pour activer Akt (Alessi et al., 1996; Calleja et al., 2007; Hers et al., 2011). 
Les déterminants impliqués dans ces deux phosphorylations ont également été largement 
étudiés (Alessi et al., 1996; Calleja et al., 2007; Hers et al., 2011). En effet, l’activation 
d’Akt peut être dépendante de son interaction avec le PIP3 , produit principal de la PI3-K, et 
de l ’activité sérine/thréonine kinase d ’un autre effecteur de la PI3-K, PDK1, ou bien peut, à 
l’opposé, être complètement indépendante de la PI3-K (Osaki et al., 2004; Dufour et al., 
2004; Duronio, 2008; Franke, 2008; Du et Tsichlis, 2005; Bozulic et Hemmings, 2009; 
Hers et al., 2011). De plus, dans le contexte de la signalisation intégrine, l ’implication 
d’ILK dans l’activation d ’Akt a longtemps été débattue (Delcommenne et al., 1998; 
Balendran et al., 1999). Des études plus approfondies ont cependant révélées qu’il 
s’agissait plutôt d ’une pseudo-kinase et bien que sa participation à la pleine activation 
d’Akt reste encore aujourd’hui mal comprise, une étude récente a démontré qu’elle n ’est 
pas requise pour la survie des entérocytes indifférenciés (Gagné et al., 2010). Dans le 
contexte qui nous intéresse, nos données confirment que la PI3-K est requise pour 
l’activation d’Akt-1 peu importe l’état de différentiation. Chez les entérocytes 
indifférenciés, p llO a  en tant qu’isoforme PI3-K catalytique la plus exprimée et commune 
aux deux complexes prédominants est le contributeur majeur de l’activation d ’Akt-1. Du 
côté des entérocytes différenciés, bien que la contribution de p llO a  à la survie et 
l ’activation d ’Akt-1 demeure la plus importante, p llO p apporte également la sienne, qui est 
cependant plus modeste. Mais dans tous les cas, notre compréhension des déterminants 
entérocytaires de l’activation d ’Akt-1 de même que les implications conséquentes pour la 
survie demeurent incomplètes et des études seront nécessaires pour les mettre en lumière. 
Cependant, il ne faut pas exclure une régulation de la survie indépendante de la 
signalisation intégrines Pi. En effet, les rôles de la signalisation intégrines p4 , à laquelle et 
la PI3-K et Src ont été associées, au niveau des mécanismes de la survie restent à être
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pleinement compris, étant même associé au cancer et à la croissance ancrage indépendante 
(Bertotti et al., 2006; Dutta et Shaw, 2008; Kim et al., 2009).
Les données présentées dans cette étude suggèrent également que chez les 
entérocytes indifférenciées, la contribution du complexe p55y /p ll0a  tant au niveau du 
maintien de la survie, qu’au niveau de l’activation d ’Akt-1 est supérieure à celle du 
complexe p85p /p ll0a . Akt-1 étant largement impliqué au niveau de la survie, il est tout à 
fait logique de constater qu’une plus grande contribution du complexe p5 5 y /p ll0 a  à son 
activation, est aussi synonyme d ’une contribution plus grande au niveau de la survie. 
Ensuite, les différences entre les contributions de ces deux complexes peuvent s’expliquer, 
du moins en partie, de la même façon que précédemment avec l’engagement des complexes 
isoformes par la signalisation intégrines Pi/Fak/Src, c’est-à-dire par les différences 
structurales entre p55y et p85p. En effet, contrairement à p55y, p85P possède un domaine 
SH3, domaine qui a été récemment désigné comme étant nécessaire à la liaison avec IRS-1, 
formant un complexe PI3-K/IRS-1 (Ikegami et al., 2008). De plus, de nombreuses 
évidences ont montré qu’il existe une relation entre la signalisation insuline et la 
signalisation intégrine, les TKs Fak et Src étant même centrale à cette coopération, tout 
comme la voie PI3-K (Legate et al., 2009; Beattie et al., 2010). IRS-1 a également été 
associé à la sérine/thréonine kinase Akt, se faisant phosphoryler par cette dernière (Paz et 
al., 1999). Plusieurs études ont aussi mis en lumière certains mécanismes de rétroaction 
négative des fonctions d’IRS-1, mécanismes impliquant un complexe de séquestration 
d’IRS-1 et des dimères « p85 » (Luo et al., 2005). En ce qui concerne p55y, cette dernière 
possède une séquence en N-terminal qui a déjà été associée à des interactions avec la 
tubuline (Inukai et al., 2000) et avec pRb (Xia et al., 2003). Bien que ces derniers ne sont 
pas en lien direct avec l’activation d ’Akt-1, il n ’est pas exclu que cette séquence d ’acides 
aminés pourrait amener des partenaires d’association différents de ceux amenés par p85p, 
partenaires permettant au bout du compte une plus grande contribution à l’activation d ’Akt- 
1. Comme mentionné plus haut, les TKs Fak et Src sont structurellement distinctes; en 
conséquence, leurs interactions avec des partenaires de liaison potentiellement distincts 
doivent être également considérées. Par exemple, une étude a déjà associé Fak aux voies de
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signalisation dépendant des facteurs de croissances et plus particulièrement à l’activation de 
la voie NF-kB chez les fibroblastes, promouvant ainsi efficacement des mécanismes anti- 
apoptotiques et donc la survie (Huang et al., 2007). Bien qu’elle n’ait pas fait de distinction 
entre les différentes isoformes, la même étude a aussi impliqué la PI3-K dans la régulation 
de ces processus (Huang et al., 2007). Une autre étude plus récente a également associé 
l’axe PI3-K/NF-kB au cancer colorectal (Proquet et al., 2011). Comme abordé un peu plus 
haut, Src de son côté, avec la PI3-K, a été associé à la signalisation intégrines P4  et un rôle 
dans la progression tumorale a même été suggéré (Bertotti et al., 2006; Dutta et Shaw, 
2008; Kim et al., 2009). Des implications au niveau de la survie entérocytaire et même au 
niveau du maintien des signaux de survie en contexte de dérégulation ne peuvent être 
exclues; ce dernier point sera d’ailleurs discuté plus en détails un peu plus loin.
Du côté des entérocytes différenciés, nos données indiquent que les contributions au 
niveau de l’activation d ’Akt-1 et de la survie entérocytaire du complexe p 8 5 p /p ll0 a , dont 
l ’engagement à la signalisation intégrines Pi/Fak/Src est Src-indépendant, sont plus grandes 
que celles du complexe p85a/p ll0p , qui est quant à lui engagé de manière Fak- et Src- 
dépendante par cette signalisation. Un parallèle intéressant peut ainsi être fait avec les 
entérocytes indifférenciés. En effet, c’est encore une fois le complexe Src-indépendant, et 
donc associé à Fak, qui semble avoir la plus grande contribution dans les deux cas. Encore 
une fois des partenaires de liaison potentiellement engagés différentiellement par Fak et Src 
peuvent fournir une piste d’explication. Également, il est présentement impossible avec les 
données actuelles de faire la distinction entre les contributions spécifiques du complexe 
p 8 5 p /p ll0a  et celles du complexe p 8 5 a /p ll0 a . Bien que nos données suggèrent que ce 
dernier complexe n ’est pas engagé par la signalisation intégrines pi/Fak/Src, il n ’est pas 
exclu que son implication dans d ’autres processus cellulaires pertinents pour la survie 
puisse lui conférer une importance à tout le moins équivalente à celle du complexe 
p85p/p ll0a. Il ne faut pas oublier que la signalisation intégrines Pi/Fak/Src n ’est qu’une 
voie parmi plusieurs qui sont cruciales pour la survie entérocytaire. Citons ainsi la voie 
MEK/Erk, qui est toute aussi importante pour la survie des entérocytes différenciés que la 
voie PI3-K/Akt (Bouchard et al., 2007). Comme mentionné un peu plus haut, un axe PI3-
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K/NF-kB a également été impliqué au niveau de la régulation de mécanismes de survie 
(Huang et al., 2007) De futures études s’attardant à la coopération entre les différentes 
voies de signalisation de survie ainsi que les implications potentielles des isoformes PI3-K 
dans ce contexte aideraient grandement notre compréhension.
Somme toute, bien que notre étude apporte certaines pièces supplémentaires au 
casse-tête, il n ’en reste pas moins que beaucoup de chemin reste à parcourir afin de 
comprendre l’énorme complexité des voies de signalisations impliquées au niveau de la 
survie entérocytaire, leurs contributions respectives à cette dernière, de même que la place 
qu’y occupe la PI3-K.
4. Contributions isoforme-sélectives de la PI3-K dans un contexte de dérégulation
D ’abord, de toutes les isoformes PI3-K de classe I, p llO a  est celle qui semble être 
la plus impliquée dans la transformation cellulaire. En effet, plusieurs évidences montrent 
que c’est l’isoforme porteuse des mutations les plus fréquentes dans de nombreux cancers 
(Samuels et Velcunescu, 2004; Zhao et Vogt, 2010). Les mutations les plus souvent 
rencontrées (dites « hot-spot ») se situent généralement au niveau du domaine kinase et 
sont de type « non-sens » (résultant en une substitution de l’acide aminé concerné). 
Cependant, des délétions et des insertions ont aussi été rapportées (Vogt et al., 2007; Zhao 
et Vogt, 2008). La très grande majorité de ces mutations entraîne une augmentation de 
l’activité catalytique (Ikenoue et al., 2005; Kang et al, 2005; Rychahou et al., 2006; Ihle et 
al., 2011). Une autre mutation relativement commune (Glu545Lys) allège la répression 
basale de p llO a  par p85a, genre de mutation qui serait équivalente à la liaison d ’un 
complexe p 8 5 a /p ll0 a  à une tyrosine phosphorylée (Miled et al., 2007). En lien avec le 
dernier point, les mutations dans le domaine hélicoïdal de l’isoforme p llO a  possèdent une 
activité basale plus grande et cette activité ne peut être augmentée par des peptides 
phospho-tyrosyl (Carson et al., 2008; Zhao et Vogt, 2008; Chaussade et al., 2009). Il est
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important de noter que toutes les mutations énumérées ci-haut n ’ont pas les mêmes 
conséquences sur la signalisation PI3-K. En effet, les impacts sont variables et ne sont pas 
nécessairement en relation avec les niveaux de phosphorylation d ’Akt. De plus, des 
mutations différentes peuvent entraîner des réponses biologiques tout aussi variées comme 
le dénote le phénotype de prédisposition métastatiques donné par la mutation Glu545Lys 
contrairement à d’autres mutations documentées (Pang et al., 2009).
Bien que p llO a  demeure l’isoforme la plus étudiée en tant qu’oncogène, il n ’en 
demeure pas moins que plusieurs études commencent à mettre en évidence des rôles 
associés au cancer pour les autres isoformes PI3-K (Kang et al., 2006), particulièrement 
pour pllO P (Wee et al., 2008; Carvalho et al., 2010). Ce qui est intriguant, c’est que p llO a  
a besoin d’une ou plusieurs mutations qui augmentent son activité, le reste des isoformes 
semble, au contraire, être impliqué au niveau du cancer même lorsqu’elles sont ne sont pas 
mutées, mais plutôt dès que leur expression est dérégulée (Kang et al., 2006).
Les isoformes régulatrices ne sont pas en reste, d’autres études ont démontré que 
plusieurs d ’entre elles seraient impliquées dans le cancer et la progression tumorale 
(Cheung et al., 2011; Cortés et al., 2012; Nowakowska-Zajdel et al., 2011; Zhou et al., 
2012). Par exemple, des mutations ont été révélées dans les régions codantes des domaines 
SH2 du gène PIK3R1 (p85a), de même que les formes d’épissage alternatif p55a et p50a. 
Ces dernières conféreraient également une activation constitutive des isoformes 
catalytiques associées (Jaiswal et al., 2009). Récemment, un rôle plus prépondérant pour 
p85P a également été suggéré par plusieurs études (Cheung et al., 2011; Cortés et al., 
2012). De plus, comme abordé brièvement au début de cette section, un micro-ARN 
fréquemment perdu au niveau du cancer colorectal, ciblerait directement l ’expression de 
p85p en se liant à sa région 3’ non-codante (Guo et al., 2008). En ce qui concerne p55y, 
malgré de récents travaux s’y intéressant, beaucoup reste encore à découvrir sur les
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implications potentielles de cette isoforme dans le cancer (Soroceanu et al., 2007; Zhang et 
al., 2007; Nowakowska-Zajdel et al., 2011; Zhou et al., 2012).
Également, il ne faut pas oublier que Fak, ou Src, ou même les deux TKs, sont 
souvent dérégulées dans certains cas de cancer, incluant le cancer colorectal (Komberg, 
1998; Mitra et Schlaepfer, 2006; Chen, 2008; Demers et al., 2009; Golubovskayaet al., 
2009; Vachon, 2011). D ’autres études très intéressantes sur les rôles de la signalisation 
Fak/Src au niveau du cancer ont été récemment publiées. L ’une d’entre elle démontre ainsi 
un nouveau mécanisme de survie chez les cellules cancéreuses dont la signalisation Fak/Src 
a été perturbée (Sandilands et al., 2012). Cette étude montre en fait qu’en absence de Fak, 
lors de l’induction de l’anoïkose, ou lors de l’expression d ’un mutant non-phosphorylable, 
Src était alors séquestrée vers des points de régulation clés de Pautophagie, augmentant 
considérablement la survie cellulaire (Sandilands et al., 2012). Une autre étude a pour sa 
part montré que la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) était induite d’une part par 
une augmentation de l’activité kinase de Src et par la phosphorylation de la Caspase-8 par 
cette dernière (Zhao et al., 2012). L’anoïkose étant un processus débutant par une activation 
à faible intensité de la Caspase-8, cette étude apparaît particulièrement pertinente dans le 
cadre de la présente étude. La signalisation via Src a également été récemment associée au 
cancer colorectal, une revue de la littérature à ce sujet peut être consultée pour plus de 
détails (Sirvant et al., 2012). Ainsi, avec les rôles que ces deux TKs semblent posséder au 
niveau du cancer, il apparaît souhaitable que d ’autres études soient conduites afin de 
clarifier davantage d ’une part, leurs contributions respectives à l’activation et au maintien 
des signaux de survie, et d ’autres part, les partenaires potentiels d ’engagement pouvant 
influer sur le recrutement des complexes isoformes PI3-K et sur leurs rôles dans ces 
contextes de dérégulation.
Les données de la présente étude suggèrent que, chez les entérocytes indifférenciés, 
certaines isoformes PI3-K, lorsque dérégulées, peuvent conférer une certaine mesure de 
résistance à l ’anoïkose, et donc indirectement promouvoir la survie, alors que d’autres ne
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semblent que promouvoir la survie. En effet, bien que ces données restent à être pleinement 
confirmées, la surexpression de p55y semble atténuer les effets de la mise en suspension, 
traduit ici par une augmentation de l’activité de la Caspase-3 moins importante que dans les 
contrôles. La même chose est observée dans le cas de l’activation d ’Akt-1. À l’opposé, la 
surexpression de p85p n ’atténue pas les effets de la mise en suspension mais semble quand 
même promouvoir la survie. Cela indique donc que l’axe intégrines Pi/Fak/p55y/pl 10a, en 
plus de promouvoir la survie, supprime l’anoïkose, tandis qu’à l’opposé, l ’axe intégrines 
Pi/Fak/Src/p85p/pll0a ne fait que la promotion de la survie. Conséquemment, cela suggère 
l’existence d ’au moins deux « pools » d ’Akt-1 qui seraient activés par ces axes. Bien 
entendu, cela reste à être encore pleinement confirmé, notamment en tenant compte de 
l’état de différenciation. Autre fait intéressant, une étude a précédemment établit que les 
complexes isoformes PI3-K prédominants dans des cellules provenant de carcinomes de 
côlons humains étaient p 8 5 a /p ll0 a  et p85a/pllO P (Bénistant et al., 2000). Cette dernière 
étude a également montré que le complexe p85a/pl 10a était majoritairement impliqué dans 
la promotion de la survie alors que le complexe p85a/p ll0p  était plutôt impliqué au niveau 
de la synthèse de nouveaux brins d ’ADN (Bénistant et al., 2000). Bref, avec le nombre 
croissant d ’évidences concernant l’implication de la signalisation intégrines Pi/Fak/Src de 
même que les complexes isoformes PI3-K dans les mécanismes de survie en contexte de 
dérégulation, ces derniers pouvant même performer des rôles distincts, il apparaît évident 
que d ’autres études seront nécessaires pour clarifier ces rôles et mécanismes. En effet, une 
meilleure connaissance des déterminants régulant l’expression différentielle des isoformes 
PI3-K de classe I en condition normale permettrait une meilleure compréhension des 
mécanismes de dérégulation et/ou d’expression aberrante de ces isoformes dans le cancer et 
les lignées cancéreuses. De plus, une meilleure compréhension de ces déterminants 
amènerait aussi des bases solides pour clarifier les rôles précis de ces derniers que ce soit au 
niveau du maintien des signaux de survie, de la transformation, de l’initiation, de la 
progression tumorale ou même de l’invasion et de la transition épithélio- 
méchenchymateuse (EMT).
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V -  C o n c l u s i o n s
Pour conclure, la présente étude s’est attardée aux rôles et implications 
différenciation-spécifiques des isoformes PI3-K de classe IA dans la survie et la suppression 
de l’anoïkose médiée par la signalisation intégrines pi/Fak/Src. Dans un premier temps, 
nous avons montré que les entérocytes humains exhibent non seulement des profils 
distincts d ’expression d’isoformes PI3-K, mais également des profils distincts de 
complexes isoformes PI3-K. En effet, nos données indiquent que des changements au 
niveau des complexes isoformes PI3-K prédominants s ’opèrent au cours de la 
différenciation entérocytaire. Bien que les mécanismes précis régulant ces changements 
demeurent mal compris, nos données indiquent une modulation tant transcriptionnelle, que 
post-transcriptionnelle. Dans un deuxième temps, la présente étude démontre que 
l’engagement des complexes isoformes PI3-K par la signalisation intégrines pi/Fak/Src est 
aussi distinct selon l’état de différenciation des entérocytes. De plus, nos données suggèrent 
que certains complexes dont l ’engagement était Src-dépendant chez les entérocytes 
indifférenciés deviennent Src-indépendant chez les différenciés. Ce dernier point, combiné 
aux différences structurales intrinsèques des isoformes, soulève ainsi la possibilité de 
partenaires de signalisation (Le. des échafaudeurs ou des protéines adaptatrices), qui 
seraient aussi engagés distinctement selon l’état de différenciation entérocytaire. 
Egalement, nos données indiquent que chez les entérocytes différenciés, certains complexes 
isoformes ne sont tous simplement pas engagés par la signalisation intégrines Pi/Fak/Src. 
Dans un troisième temps, notre étude montre que les contributions de chacune des 
isoformes PI3-K sont distinctes non seulement au niveau de la survie des entérocytes, mais 
également au niveau de l’activation d’Akt-1, et ce selon l’état de différenciation 
entérocytaire. Il est aussi intéressant de noter que des différences significatives entre les 
contributions de deux complexes isoforme PI3-K possédant la même sous-unité catalytique. 
Ainsi, nos données confirment qu’une isoforme régulatrice peut influer grandement sur les 
contributions du complexe auquel elle appartient, au moins en ce qui a trait à la survie et à 
l’activation d’Akt-1. Finalement, notre étude suggère également que dans un contexte de
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dérégulation, la surexpression de certaines isoformes régulatrices peut conférer une certaine 
mesure de résistance à l’apoptose/anoïkose, à tout le moins chez les entérocytes 
indifférenciés. Cependant, ces données suggèrent aussi qu’un axe de signalisation intégrine 
donné, en plus de faire la promotion de la survie, supprime l’anoïkose, alors qu’un autre ne 
fait que promouvoir la survie. Conséquemment, il est permis de supposer l’existence d ’au 
moins deux « p o o ls » d’Akt-1, qui seraient activés différentiellement par ces axes. 
Néanmoins, il reste encore d ’autres précisions à apporter pour confirmer cela.
Somme toute, les résultats obtenus dans la présente étude ne constituent que 
quelques pièces supplémentaires du casse-tête que représentent les mécanismes régulant la 
survie et l’anoïkose entérocytaire humaine. Plusieurs questions demeurent en suspens et des 
études futures aideront grandement à améliorer notre compréhension de ces mécanismes. 
D ’abord, la détermination des contributions spécifiques des isoformes PI3-K au niveau de 
la survie et de l’activation d ’Akt-1, mais chez les entérocytes différenciés, seraient parmi 
les objectifs prioritaires à court terme. Une approche par shARNs spécifiques à chaque 
isoforme, délivrés par infection lentivirale, pourrait être un moyen d ’atteindre cet objectif; 
les Caco-2/15 30PC n’ayant pas un taux de transfection assez élevé pour permettre 
l’utilisation de siARNs. Par la suite, l’étude des autres partenaires potentiellement 
impliqués dans la signalisation intégrines Pi/Fak/Src (comme par exemple Shc et IRS-1) 
apporteraient des clarifications bienvenues concernant les facteurs déterminant 
l’engagement distincts des complexes isoformes PI3-K par cette signalisation, selon l’état 
de différenciation. Également, des études de co-marquage en immunofluorescence 
permettraient d ’une part, de déterminer la localisation intracellulaire des différents 
complexes isoformes PI3-K et d ’autre part, de suggérer des implications de ces complexes 
isoformes dans d ’autres processus cellulaires comme la migration, la prolifération et la 
différenciation.
Dans les perspectives à plus long terme, l ’étude des propriétés oncogéniques des 
isoformes PI3-K serait une avenue à explorer. En effet, les résultats concernant les deux «
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pools » d ’A kt-1 et les distinctions entre les contributions des isoformes régulatrices au 
niveau de la promotion de la survie et de la suppression de l’anoïkose sont intrigants. De 
plus, il serait intéressant d ’étudier les effets d ’une surexpression d’isoformes normalement 
peu exprimées au départ, comme par exemple p85a chez les entérocytes indifférenciés. Est- 
ce que l’introduction de cette isoforme module l’engagement des complexes isoformes par 
la signalisation intégrines Pi/Fak/Src? Est-ce que le(s) nouveau(x) complexe(s) formé(s) 
confèrent aussi une mesure de résistance à l’anoikose? Promeut(euvent)-il(s) seulement la 
survie? Quels sont les impacts sur l’activation d ’Akt-1? Est-ce que la surexpression de cette 
isoforme est suffisante pour induire la transformation? Est-ce que ces effets sont observés 
quel que soit l’état de différenciation entérocytaire? Les réponses à ces questions 
clarifieraient grandement les implications et les rôles joués par les isoformes PI3-K dans un 
contexte de dérégulation. De plus, l’analyse de l’effet de l’introduction de mutations au sein 
des isoformes PI3-K tant régulatrices que catalytiques compléterait avantageusement ces 
données.
Toutes ces données permettraient, à terme, de mieux comprendre les rôles joués par 
les différentes isoformes PI3-K dans la régulation de la survie entérocytaire. Plus 
précisément, elles nous permettraient d ’identifier quelle(s) isoforme(s) ou complexe(s) 
isoforme(s) particulier(ère)s pourraient être inhibé(e)s/ciblé(e)s afin de prévenir et/ou 
contrecarrer l’acquisition de résistance à l ’anoïkose telle que retrouvée chez les cellules 
cancéreuses colorectales, diminuant ainsi efficacement le potentiel 
tumorigénique/métastasique de ces dernières.
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